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Галектин-3 је гликопротеин који остварује различите, често и потпуно супротне улоге у 
различитим инфламацијским реакцијама. У овој студији је анализирана улога галектина-3 
у примарном билијарном холангитису (енгл. Primary Biliary Cholangitis, PBC) изазваном 
бактеријом Novosphingobium aromaticivorans (N. aromaticivorans). РВС је изазиван 
инфекцијом мишева C57BL/6 интраперитонеалном апликацијом бактерије два пута у току 
две недеље. Улога галектина-3 у патогенези РВС анализирана је коришћењем  Lgals3−/− и 
мишева третираних инхибитором галектина-3, GM-CT-01. Анализирани су хистолошки и 
серолошки параметри болести, фенотип дендритских, NK, NKT и T ћелија и активација 
инфламазома. Слабије изражена болест са значајно мањим оштећењем билијарних 
каналића и мањом фиброзом јетре детектована је у групама Lgals3−/− и мишева 
третираних инхибитором галектина-3, GM-CT-01. У јетрама wild type мишева 
инфицираних бактеријом N. aromaticivorans је у инфилтратима детектована већа 
заступљеност инфламацијских макрофага, NK, NKT и T ћелија. Делеција Lgals3 и третман 
инхибитором галектина-3, GM-CT-01, смањује оштећење билијарних каналића, фиброзу 
јетре, мононуклеарни инфилтрат, експресију инфламазома NLRP3 у инфилтратима у јетри 
и продукцију IL-1β у јетри мишева инфицираних бактеријом N. aromaticivorans. In vitro 
стимулација wild type перитонеалних макрофага бактеријом N. aromaticivorans за 
последицу има већу експресију NLRP3, активност каспазе-1 и продукцију IL-1β у 
поређењу са стимулисаним перитонеалним макрофагима Lgals3−/− мишева. GM-CT-01 
такође редукује активацију DC и експресију цитокина IL-4, IL-1β и p40, заједничке 
субјединице IL-12 и IL-23 у DC in vitro стимулисаним бактеријом N. aromaticivorans.  
Наши резултати указују на значај галектина-3 у стимулацији инфламације у РВС 
изазваном инфекцијом бактеријом N. aromaticivorans, а који се огледа у активацији DC и 
инфламазома NLRP3 и последичној продукцији IL-1β, и указују да галектин-3 може да 
буде мета деловања потенцијалних нових лекова. Галектин-3 је вероватно укључен у 
инфламацијски одговор на коменсалне бактерије црева што може да буде инцијални 








Galectin-3 has the role in multiple inflammatory pathways. Multiple-hit etiology of primary 
biliary cholangitis (PBC) and evolving immune response at various stages of the disease include 
involvement of Gal-3 in PBC pathogenesis. In this study we aimed to clarify the role of Gal-3 in 
Novosphingobium aromaticivorans (N. aromaticivorans) induced biliary disease. Primary biliary 
cholangitis was induced in C57BL/6 mice by two intra-peritoneal injections of N. 
aromaticivorans within 2 weeks. The role of Gal-3 in PBC development was evaluated by using 
Lgals3−/− mice and mice treated with Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01. The histological and 
serological parameters of disease, phenotype of dendritic, NK, NKT, and T cells and 
inflammasome expression were evaluated. Marked attenuation of the disease in Lgals3−/− and 
Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, treated mice is manifested by the absence of bile duct damage 
and fibrosis. Liver infiltrates of N. aromaticivorans infected wild type mice had higher incidence 
of pro-inflammatory macrophages, NK, NKT, and T cells. Lgals3 deletion and treatment with 
Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, reduced liver damage and fibrosis, inflammatory mononuclear 
cell infiltrate, expression of NLRP3 inflammasome in the liver infiltrates and interleukin-1β (IL-
1β) production in the livers of N. aromaticivorans infected mice. In vitro stimulation of wild type 
peritoneal macrophages with N. aromaticivorans caused increased NLRP3 expression, caspase-1 
activity and IL-1β production compared with Lgals3−/− cells. GM-CT-01 reduced activation of 
dendritic cells and expression of IL-4, IL-1β, and p40, common subunit of IL-12 and IL-23 in 
dendritic cells in vitro stimulated with N. aromaticivorans. Our data highlight the importance of 
Galectin-3 in promotion of inflammation in N. aromaticivorans induced PBC by enhancing the 
activation of dendritic cells and NLRP3 inflammasome leading to enhanced production of IL-1β, 
and indicate Galectin-3 as possible therapeutical target in autoimmune cholangitis. Galectin-3 












У временима која ће се памтити, ако уопште и остану у сећању, по недовршеним 
пословима ја ето други пут докторирам вољом распомамљене власти. Два пута је ипак два 
пута.  
Нека –од мене им благослов, иако се не може рећи опрости им Боже не знају шта чине. 
Знају и зли су. 
Ипак у време људи који све што додирну чине ништавним, имао сам среће да у изради обе 
дисертације сарађујем са дивним особама: Маријом и Јеленом Миловановић и Бојаном 
Стојановић. Свака од њих три заслужује усклик: Ecce homo! 
Обично се људи захваљују и званичницима Факултета и Универзитеа али ја то не могу да 
урадим пошто су сада на реду мишеви који су страдали током израде тезе, они су имали 
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1.1. Примарни билијарни холангитис 
 
Примарни билијарни холангитис (енгл. Primary Biliary Cholangitis; РВС) је хронично 
запаљењско обољење јетре са аутоимунском основом, које карактеришу: деструктивно 
лимфоцитно запаљење интрахепатичних жучних каналића, присуство анти-
митохондријских антитела (енгл. Anti-Mitochondrial Antibodies, АМА) специфичних за 
аутоантиген који се налази у митохондријама и изразито чешће јављање болести у женској 
популацији (1, 2). Кључни серолошки налаз у примарном билијарном холангитису је 
присуство АМА- антитела специфичних за болест која се детектују у више 95% оболелих 
(3). Ова аутоантитела специфична су за антигенску детерминанту E2 која се налази у 
склопу различитих делова сложеног ензима дехидрогеназе смештене у мембрани 
митохондрије. Те субјединице су: 2-oxo-acid (2OADC-E2), пируват (PDC-E2), рачвасти 
ланац 2-oxo-acid (BCOADC-E2) и 2-oxo-glutarat (OGDC-E2) (1). Доминантни аутоантиген 
у овој болести је PDC-E2. Престанак толеранције на овај аутоантиген праћен је развојем 
оштећења билијарног епитела (1). Све до 2015. године, ова болест је у званичној 
номенклатури називна: примарна билијарна цироза (од енгл. Primary Biliary Cirrhosis; 
PBC), међутим скраћеница је остала иста (4).  
Механизми настанка и развоја болести су веома сложени и подразумевају губитак 
толеранције на аутоантигене присутне у холангиоцитима што је узрок инфламације са 
последичним оштећењем билијарних каналића, развојем холестазе и фиброзе јетре. У 
настанку и развоју болести улогу играју: излагање одређеним супстанцама присутним у 
окружењу, имуногенска предиспозиција, епигенска контрола билијарног епитела, урођени 
и стечени имунски одговор и поремећај продукције жучне киселине. Тек од скора се у 
патогенези РВС-а разматра заједничка улога имунских механизама, поремећаја 
продукције жучних соли, функције билијарног транспорта и апоптозе холангиоцита (5).  
Данас се сматра да је за почетно оштећење билијарног епитела, у овој болести, неопходно 
да се сустекну генски, епигенски и фактори околине, а да су комбиновани имунски и 
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инфламацијски одговор на оштећење последица примарне лезије епитела и да су 
одговорни за хронични ток обољења (6). Клиничке презензације болести као и одговори 
на терапију су веома хетерогени. Клиничке манифестације РВС варирају од 
асимптоматске холестазе која се детектује само биохемијским тестовима, преко појаве 
свраба коже изазваног холестазом, до фаталног исхода услед завршног стадијума 
билијарне цирозе. Крајњи стадијуми цирозе у РВС могу да буду подлога за развој 
хепатоцелуларног карцинома, али не и холангиокарцинома (7). Серумски биохемијски 
маркери, концентрација алкалне фосфатазе и билирубина, могу да се користе као 
параметри који указују на потребу трансплантације и као помоћни параметри за праћење 
одговора на терапију (8). На основу хистолошких промена примарни билијарни 
холангитис се класификује у неколико стадијума: први стадијум- портни хепатитис; други 
стадијум- перипортни хепатитис; трећи стадијум- септална фиброза (бриџинг некроза) и 
четврти стадијум- цироза (9, 10). Степен хистолошки верификоване синусоидне фиброзе 
може да укаже на клинички исход болести независно од биохемијских и серолошких 
параметара: декомпензација јетре, смрт услед холестазе/трансплантације јетре, смрт услед 
портне хипертензије, смрт услед других компликација РВС и преживљавање (11).  
 
1.1.1. Генски фактори 
На улогу генских фактора као фактора ризика за развој РВС указано је у бројним 
студијама у којима је показана конкордантност од 63% код монозиготних близанаца и  
већа стопа јављања болести у одређеним породицама са релативним ризиком од 9.13–10.5 
у првој линији сродства до 1,66 у петој линији сродства (12,13). Преваленца AMA код 
особа у првој линији сродства је 13.1%, а у контроли 1%. Поред тога већа је преваленца у 
женској популацији у првој линији сродства (сестре 20.7%, мајке 15.1%, ћерке 15.1%) у 
поређењу са мушким сродницима у првој линији сродства (браћа 7.8%, очеви 3.7% и 
синови 0%) (13).  
Описана је удруженост одређених генских варијанти HLA, али и non-HLA гена, и већег 
ризика од развоја РВС. Продукти гена који повећавају ризик од развоја РВС модулишу 
процесе који играју улогу у патогенези болести, на које у исто време утичу и фактори 
окружења (14). Удруженост одређених HLA алела и развоја РВС се разликује за одређене 
популације, па су тако у европској популацији алели HLADRB1*11 и HLA-DRB1*13 
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удружени са мањим ризиком (15, 16), док су мећу Jапанцима алели HLA-DQB1*06 и HLA-
DQB1*03 удружени са већим ризиком од развоја болести (6, 17). Међутим корелација 
између присуства одређеног алела HLA и већег или мањег ризика од развоја РВС је мања 
у поређењу са описаним корелацијама за друге аутоимунске болести. 
Од non-HLA гена, највећа удруженост РВС и одређених варијанти показана је за гене 
IL12RB2, STAT4, STAT1, CD80, IL12A, NFKB1, IL7R, TNFSF15, CXCR5, DDX6, RF8, чији 
продукти контролишу бројне имунске реакције, као што су презентација антигена, 
диференцијација лимфоцита, имунски одговор на микроорганизме (18-20).  
Међу наведеним генима изгледа да најзначајнију улогу у патогенези РВС имају гени чији 
продукти контролишу сигналне путеве које стимулише IL-12 и који имају бидирекционе 
улоге у развоју болести јер су кључни су за активацију и диферентовање наивних Т 
лимфоцита у правцу инфламациског  Th1 фенотипа, али и за синтезу и лучење IFN-γ који 
инхибира развој инфламацијских Th17 лимфоцита (21). Студије у којима су рађене 
имунохистохемијске анализе јетри оболелих од РВС указују на значај сигналних путева 
IL-12 и IL-23 у РВС (22). Одређене варијанте гена за хемокин CCL20 су удружене са 
мањим ризиком од развоја РВС (20), јер интеракција хемокина CCL20 и хемокинског 
рецептора CCR6 има улогу у диференцијацији и функцији лимфног ткива у слузницама, 
хомингу Th17 лимфоцита, оштећењу билијарног епитела и функцији ефекториских CD8+Т 
лимфоцита у портном тракту (23-25).  
 
1.1.2. Фактори околине  
Претпоставља се да више фактора из окружења могу да буду нека врста окидача за прекид 
толеранције на митохондријске антигена чиме започиње први, кључни корак у развоју 
РВС. Показана је већа преваленца РВС у урбаним него у руралним пределима у Њу 
Кастлу у Енглеској, што се повезује са већом изложеношћу органским једињењима која 
имитирају PDC-E2 (26). Студије које су спроведене у Енглеској и Сједињеним Америчким 
Државама указале су на већи ризик од развоја РВС у популацији пушача (27), што се 
објашњава чињеницом да дувански дим индукује Th1 имунски одговор. Студија 
спроведена у Француској показала је већи ризик од развоја РВС и у популацији пасивних 
пушача, а показано је и да дувански дим смањује регулаторне активности дендритских 
ћелија (енгл. Dendritic Cells, DC), док ароматични угљоводоници присутни у диму 
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имитирају митохондријске аутоантигене и тако вероватно доприносе прекиду 
аутотолеранције (28). Рекурентне уринарне инфекције изазване бактеријом Escherichia coli 
повећавају шансу обољевања од РВС јер индукују продукцију специфичних анти PDC-E2 
антитела (29). Слични механизми предложени су као објашњење за повећани ризик од 
развоја РВС после инфекција другим микроорганизмима као што су: Novosphingobium 
aromaticivorans, H. pylori; C. pneumoniaе; M. gordonae; Epstein–Barr virus; 
Cytomegalovirus; Toxoplasmа gondii; L. delbrueckii (30) (31). Истраживања анималних 
модела болести су показала да ксенобиотици као што је 2-октиноична киселина, играју 
улогу патогенези РВС (32).  
 
1.1.3. Поремећаји епигенске регулације 
У јетри оболелих од РВС показана је измењена експресија 35 микро РНК које играју улогу 
у пролиферацији ћелија, ћелијској смрти и оштећењу (33). Измењивач јона AE2 (енгл. 
Anion Exchanger 2, AE2) регулише секрецију HCO3 који одржава бикарбонантни „штит“ 
на апикалној површини билијарног епитела штитећи тако ове ћелије од штетног ефекта 
жучних киселина (34). Микро РНК, miR-506, регулише експресију AE2 и више је 
експримирана у интрахепатичним жучним каналићима оболелих од РВС (35). Претерана 
ескпресија miR-506 у холангиоцитима in vitro за последицу има смањење експресије АЕ2, 
a блокирање miR-506 у овим ћелијама повећава активност АЕ2 (36). Испитивањем 
епигенске регулације у РВС показано је да постоји значајна веза између билијарног 
оштећења и поремећаја регулације имунског одговора и донекле је објашњена већа 
инциденца болести у женској популацији.  
Холангиоцити у којима је повећана експресија miR-506 експримирају више 
инфламацијских и про-фибротских молекула што повећава ћелијски стрес и чини овакве 
ћелије осетљивијим на жучне киселине (36), али и повећава експресију PDC-E2, што може 
да укаже на везу између епигенске регулације, оштећења ћелија и поремећаја регулације 
имунских реакција у РВС.  
Поред тога, miR-506 је локализована на Xq27.3 хромозому (37) што може да укаже да 
поремећена епигенска инактивација Х хромозома и последична прекомерна експресија 
miR-506 доприносе већој инциденци РВС у женској популацији. 
14 
 
У јетрама оболелих од РВС нађена је и повећана експресија miR-21 која може да буде 
укључена у процесе некроптозе (38). Биохемијски параметри који указују на холестазу код 
мишева којима је облитерисан жучни канал су бољи код miR-21
–/– 
у поређењу са wild-type 
мишевима, а код њих је показана и повећана ескпресија нуклеарног рецептора који везује 
жучне киселине- FXR (енгл. Farnesoid X Receptor, FXR) и неколико транспортера жучних 
киселина, што све заједно указује на могући холестатски ефекат miR-21 и некроптозе (38). 
Показана је и већа експресија miR-21 у ефекторским CD8+T лимфоцитима удуржена са 
већом продукцијом инфламацијских цитокина у моделу РВС-а који развијају доминантно 
негативни Tgfbr2 мишеви (39). Ови подаци указују и на значај miR-21 у регулацији 
имунских механизма значајних за развој РВС.  
 
1.1.4. Имунска дисрегулација у РВС 
PBC карактерише мултилинијска имунска дисрегулација и губитак аутотолеранције PDC-
E2 комплекса што за последицу има циљано оштећење холангиоцита (40, 41). Анти-
митохондријска антитела, специфична за болест, се везују за имунодоминатне епитопе на 
PDC-E2 лоцираног у унутрашњој мембрани митохондрија. PDC-E2 садржи везу липоична 
киселина-лизин која је неопходна за ово препознавање и активацију имунског система (42, 
43). Без обзира на то што је овај аутоантиген убиквитаран циљано оштећење холангиоцита 
је вероватно последица аберантне модификације митохондријскоог PDC-E2 унутар 
апоптотичних телашаца билијарних епителних ћелија, које одржавају овај епитоп имунски 
интактним. Овај имуногени комплекс препознају циркулишућа антитела што резултује 
формирањем антиген-антитело комплекса (44, 45). У развој PBC-а укључен је специфични 
имунски одговор на шта указује и пораст АМА у серуму али и инфилтрација јетре и 
портних простора оболелих CD4+T и CD8+T лимфоцитима (46, 47). Популација 
ефекторско меморијских CD8+T лимфоцити која се у јетрама оболелих локализује око 
портних путева препознаје антигенске секвенце унутар домена PDC-E2 комплекса који 
садржи липоичну киселину и доприносе циљаном оштећењу билијарних путева (48, 49). У 
развоју болести улогу имају Th17, Th1 као и фоликуларни помагачки лимфоцити (50, 51). 
Стадијум већ одмакле фиброзе удружен је са скретањем имунског одговора ка Th17 
фенотипу у коме доминира продукција IL-17, IL-6 и TGF-β што је потврђено у 
инфилтратима јетре оболелих од PBC-а (52, 53). Фоликуларни помагачки Т лимфоцити, 
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такође нађени у већем броју у јетрама оболелих од PBC-а, обезбеђују неопходну помоћ В 
лимфоцитима како би продуковали специфичних антитела промењених класа (54). Treg 
ћелије се налазе у мањем броју у јетри оболелих од PBC (54, 55).  
На значај урођене имуности у развоју РВС указују присуство гранулома и поликлонска 
продукција IgM, али механизми урођене имуности сами по себи независно од стечене 
имуности нису довољни да изазову прекид аутотолеранције (56). Холангиоцити 
експримирају TLR које активирају различити лиганди укључујући продукте 
микроорганизама, што индукује продукцију проинфламацијских фактора као што су NF-
κB, CX3CL1 и IL-8 који дориносе оштећењу билијарних епителних ћелија и регрутују 
ефекторске ћелије имунског система у портне путеве (57, 58). Повећана експресија 
CX3CL1 у оштећеним холангиоцитима привлачи CD4+T и CD8+T лимфоците који се у 
већем броју налазе у јетри оболелих од PBC-а (57). Једна скорија студија указала је на 
повећање броја супресорских ћелија мијелоидног порекла у јетри оболелих од примарног 
билијарног холангитиса и да њихов број корелира са биохемијским параметрима болести: 
концентрацијом ALP-а и билирубина у серуму (59). У присуству циркулишућих АМА и 
апоптотских холангиоцита, макрофаги повећавају екпресију проинфламацијског цитокина 
IL-12 и тако доводе у везу апоптозу холангиоцита и одговор урођеног имунског система 
(60). Већа заступљеност NKT ћелија је показана у јетри оболелих од PBC-a у поређењу са 
здравим контролама, као и NK ћелија које такође доприносе оштећењу холангиоцита, 
ослобађању аутоантигена и активацији аутореактивних Т лимфоцита (61, 62). MAIT 
ћелије (енгл. Mucosal associated invariant T cells), инваријантни Т лимфоцити мукозе, су 
нова популација ћелија урођене имуности које синтетишу и секретују цитокине IFN-γ, 
TNF-α, IL-17, или независно, или по стимулацији микроорганизмима, а присутне су у 
мањем проценту у јетри и крви оболелих од PBC-a у поређењу са контролама (1, 62, 63). 
Сви метаболити, нутријенти, бактеријски продукти као и ћелије имунског система из 
црева путем портне циркулације прво одлазе у јетру (64, 65). Поред тога, посредством 
ентерохепатичне циркулације примарних и секундарних жучних киселина и 
имуноглобулина, јетра директно утиче на хомеостатске процесе и апсорпцију у 
интестинуму (66-68). Дисбиоза микробиома црева је или резултат, или је одговор на развој 
одређених болести, а може да утиче на разградњу нутријената, оштећење чврстих веза 
епитела повећавајући интестиналну пермеабилност (69). Поремећај баријерне функције 
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цревног епитела може да резултује повећањем дифузије молекулских образаца 
микроорганизама (енгл. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs), молекулских 
образаца оштећења (енгл. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs), слободних 
масних киселина и ендотоксина у портну циркулацију све до синусоида јетре што може да 
буде окидач за оштећење јетре и дисрегулацију имунских реакција у јетри, а уколико 
постоје и други фактори који могу да допринесу одржавању оштећења, развија се 
хронично обољење јетре (70). Купферове ћелије су прва линија одбране имунског система 
од патогена који су до јетре доспели из црева (71). Уколико су Купферове ћелије тип М1 
активиране бактеријама, липополисахаридом (LPS) или токсинима који су доспели до 
јетре, продукују проинфламацијске цитокине IL-6, TNF и IL-1β који активирају 
профибротске стелатне ћелије у јетри, док је М2 фенотип Купферових ћелија толероген 
јер ћелије овог типа продукују IL-10 и TGF-β што повећава активност имуносупресивних 
Treg ћелија (72). Тако микроорганизми доспели до јетре могу да буду одговорни за развој 
РВС, јер су окидачи који покрећу одговоре урођене имуности што за резултат има 
дисрегулацију имунског система у јетри.  
Интрехепатичне MAIT ћелије су нова популација ћелија урођене имуности. Ради се о Т 
лимфоцитима који поседују инваријантни TCR и који имају кључну улогу у одговору на 
антигене настале метаболизмом витамина В, а у ком учествују цревне бактерије. Ове 
антигене MAIT ћелијама, у јетри, у склопу молекула I класе MHC приказују макрофаги, 
холангиоцити и В лимфоцити (73, 74). MAIT ћелије се називају и одбрамбеним системом 
билијарног епитела, а налазе се углавном у портном тракту где се активирају излагањем 
антигену и започињу локализовани имунски одговор који има за циљ контролу патогених 
микроорганизама који доспевају до јетре што укључује и регрутовање ефекторских 
лимфоцита (75). Број MAIT ћелија је смањен у јетрама оболелих од PBC чиме се 
ограничава њихова протективна улога и одржавање билијарног интегритета, нарочито 
после излагања бактеријским патогенима (74). Број MAIT ћелија у јетри оболелих од РВС 
је значајно редукован у поређењу са здравим контролама, за разлику од конвенционалних 
CD4+T и CD8+T лимфоцита чија се заступљеност у јетри оболелих значајно повећава (74). 
Током терапијског третмана урзодезоксихолном киселином број MAIT ћелија се не 
нормализује, чак и ако се региструје побољшање болести, што је један од механизама 
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којим се може објаснити прогресивно оштећење јетре без обзира на терапијски одговор 
(76).  
Секреторна антитела класе A која продукују плазмоцити присутни у портном систему и 
која се секретују у лумен црева заједно са жучним киселинама, такође могу да имају улогу 
у заштити билијарног епитела од микроорганизама. Унутар интестиналног тракта 
секреторна IgA се директно везују за бактерије и тиме их заробљавају унутар мукуса што 
омогућава њихово избацивање из црева фецесом. Осим тога ова антитела неутралишу 
бактеријске токсине и ометају везивање бактерија за апикалне површине  ентероцита (77). 
Код оболелих од PBC су запажене мање концентрације IgA антитела на интенстиналној 
површини ентероцита дуоденума у поређењу са здравим контролама, што доприноси 
нарушавању епителне баријере (67, 78).  
Дисбиоза за последицу има промену имунске активности у интестинуму, повећава се 
поларизација CD4+T лимфоцита ка фенотипу Th17 и повећава се продукција 
проинфламацијских цитокина који су кључни за одбрану од патогена, што одржава 
баријерне функције црева. Инфекција мишева бактеријом Citrobacter rodentium за 
последицу има апоптозу ентероцита који осолобађају аутоантигене и подстичу 
диференцијацију и пролиферацију аутореактивних Т лимфицита (79). Код оболелих од 
PBC-а присутна је измењена фекална микрофлора (79, 80).  
 
1.1.5. Холангиоцити и РВС  
Интензивно изучавање и све боље разумевање нормалне физиологије билијарног тракта и 
комплексних механизама који су неопходни да би се одржао интегритет билијарних 
епителних ћелија су омогућили и боље разумевање патогенезе РВС. Свако оштећење 
ћелија стимулише различите координисане реакције у правцу репарације. Одговор ћелија 
на оштећење може да буде индукција апоптозе или старење што може да има и позитивне 
и негативне ефекте, а присуство бикарбонатног заштитног слоја може да буде одлучујуће 
за исход. За очување интегритета билијарних епителних ћелија, обзиром на присуство 
жучних киселина и последичне киселе средине на површини ћелија, неопходна је 
адекватна продукција бикарбоната. Поремећај продукције бикарбоната и губитак 
бикарбонатног заштитног слоја може да повећа вулнерабилност и оштећење холангиоцита 
без обзира који је инцијални окидач тог оштећења (81). Холангиоцити експримирају AE2, 
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главни измењивач хлоридног и бикарбонатног анјона, који регулише продукцију 
бикарбоната у холангиоцитима и тако вредност pH у ћелији (82). Смањењем експресије 
АЕ2 повећава се pH у холангиоцитима, што активира солубилну интрацелуларну 
аденилил циклазу која олакшава ацидификацију жучних соли. На тај начин се повећава 
њихова хидрофобност и пермеабилност ћелијске мембране, а то холангиоците чини 
осетљивијим на индукцију апоптозе (83, 84). Смањење експресије АЕ2 у ћелијској линији 
холангиоцита је удружено са повећаном експресијом интрацелуларне аденилил циклазе и 
сензибилише ове ћелије на апоптозу изазвану жучним солима, а фармаколошка 
инхибиција аденилил циклазе има за последицу дозно зависну инхибицију апоптозе (35, 
85). Мишеви са делецијом гена за АЕ2 имају повећане концентрације циркулишућих 
проинфламацијских цитокина и антимитохондријалних антитела, у поређењу са wild type 
мишевима, што је удружено са хистолошким налазима карактеристичним за аутоимунски 
холангитис (86).  
Оштећење холангиоцити услед поремећаја експресије АЕ2 олакшава улазак ових ћелија у 
апоптозу омогућујући тако повећано излагање PDC-E2 у апоптотским телашцима и 
појачава циљану деструкцију билијарног епитела, без обзира на то што је PDC-E2 
убиквитаран молекул. Престарели холангиоцити који нису уклоњени продукују цитокине 
и хемокине: IL-1, IL-6, CX3CL1, CXCL8 и CCL2 који ремете хомеостазу имунског система 
и доприносе развоју холестазе и фиброзе (87, 88).  
 
1.1.6. Метаболизам жучних киселина и нови лек за лечење РВС 
Присуство великих количина жучних киселина је токсично за ћелије па је за одржавање 
континуитета холангиоцита неопходна веома строга контрола синтезе и метаболизма 
жучних киселина, а оба ова процеса су поремећена у холестатским болестима као што је 
PBC (89). Жучне киселине су крајњи продукат метаболизма холестерола који се одиграва 
у јетри класичним и алтернативним путевима који резултују формирањем примарних 
жучних соли: холне и хенодеоксихолне киселине. Ове соли се касније конјугују са 
угљеним хидратима и таурином што повећава њихову растворљивост (90). Већина овако 
конјугованих молекула пролази у лумен каналића активним транспортом. Након сваког 
оброка се депоноване конјуговане киселине ослобађају у танко црево, путују до дисталног 
илеума где их ентероцити реапсорбују активним транспортом преко апикалне површине. 
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Путују кроз цитосол до базолатералне мембране ентероцита илеума одакле се 
транспортују у портну циркулацију транспортерима који се налазе на базолатералној 
мембрани, укључујући транспортер OSTαβ (енгл. Organic Solute Transporter αβ, OSTαβ) 
(89, 91, 92). У јетри ове молекуле из портне циркулације преузимају хепатоцити, 
реконјугују и поново секретују у каналиће чиме се скоро комплетно рециклирају (93). Око 
5% жучних киселина се не реапсорбује у илеуму већ прелазе у колон где интерреагују са 
микроорганизмима и пролазе процес деамидације и дехидроксилације чиме се формирају 
секундарне жучне киселине- деоксихолна и литохолна које се или пасивно реапсорбују 
кроз епител колона или пролазе у фецес (91).  
Жучне киселине су природни лиганди за интрацелуларне нуклеарне хормоне и 
мембранске рецепторе, а сигнални путеви које ови рецептори активирају су веома 
значајни за патогенезу PBC, они контролишу синтезу жучних киселина преко 
транскрипционе активације (89). Међу тим рецепторима је и рецептор за жучне киселине 
односно FXR (енгл. Farnesoid X Receptor, FXR) који регулише апсорпцију, транспорт и 
синтезу жучних киселина, а откриће ефеката стимулације овог рецептора обетихолном 
киселином је омогућило појаву новог терапеутика који је одобрен за лечење PBC 2016. 
године, првог новог терапеутика одобреног за лечење PBC, поред урзодеоксихолне 
киселине која се годинама користила.  
Примарне жучне киселине, холна и хенодеоксихолна киселина се везују за FXR што 
изазива његову хетеродимеризацију (94, 95) и везивање за промоторски регион циљаних 
гена укључујући ту и гене за: SHP (енгл. Small Heterodimer Partner, SHP), FGF19 (енгл. 
Fibroblast growth factor 19, FGF19), и транспортере жучних киселина BSEP (енгл. Bile Salt 
Export Pump, BSEP) и OSTαβ (96-99). Активација неког од ових гена у хепатоцитима 
инхибира транскрипцију ензима CYP7A1 (енгл. Сytochrome P450 7A1, CYP7A1) чиме се 
супримира синтеза жучних киселина (89). По реапсорпцији из лумена илеума и пре уласка 
у портну циркулацију, жучне киселина такође активирају FXR у ентероцитима. 
Активација FXR у овим ћелијама повећава експресију FGF19 који улази у портну 
циркулацију, везује се за површински FGFR4 (енгл. Fibroblast Growth Factor Receptor 4, 
FGFR4) исказан на хепатоцитима, активира интрацелуларне сигнале који супримирају 
ензим CYP7A1 чиме се опет смањује синтеза жучних киселина (99- 101). Поред овог 
ефекта, BSEP и OSTαβ, чију експресију такође повећава FXR, убрзавају излазак жучних 
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киселина из хепатоцита и ентероцита и тако се редукује њихово поновно преузимање у 





1.2. Експериментални модели РВС 
 
Највише података о патогенетским механизмима одговорним за развој примарног 
билијарног холангитиса добијено је из експерименталних модела болести. Иако ниједан 
од експерименталних модела РВС нема све карактеристике хуманог PBC ипак оболеле 
животиње показују имунске и хистолошке карактеристике типичне за болест коју 
развијају људи и помогли су да се сагледа да болест зависи од генских фактора као и да 
важну улогу у иницијацији болести играју окидачи из околине: микроорганизми и/или 
ксенобиотици који прекидају толеранцију на аутоантигене што за резултат има појаву 
манифестација болести (29).  
Одређене варијанте NOD мишева као што су NOD.c3c4 и конгени NOD.ABD спонтано 
развијају болест која има каркатеристке РВС (105). Поред тога C57BL/6 мишеви 
дизајнирани тако да имају претерану eкспресију IFN-γ развијају серолошке и хистолошке 
карактеристике хуманог аутоимунског холангитиса, а и већа је инциденца болести у 
женској популацији у поређењу са другим мишјим моделима PBC. Код ових мишева је 
показана већа концентрација циркулишућег IFN-γ у женској популацији у поређењу са 
мужјацима, а кад су ови мишеви повратно укрштени са knock out мишевима за α ланац 
рецептора за IFN тип 1, предоминација болести у женској популацији је елиминисана, а 
побољшали су се и хистолошки знаци болести (106, 107). У овом моделу болести 
забележна је и мултилинијска имунска дисрегулација као и различита осетљивост на 
развој болести мушке и женске популације као и у хуманој популацији, болест се 
спонтано развија и за сада је тај модел болести најближи хуманом PBC.  
Постоје и модели у којима се индукују болест на пример имунизацијом ксенобиотицима 
или инфекцијом микроорганизмима и који јасно указују на улогу фактора окружења као 
окидача за развој болести, али у овим моделима није показана већа инциденца болести у 
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женској популацији што је типично за PBC код људи. Сингени мишеви соја С57BL/6 
имунизовани 2-октаноичном киселином конјугованом са албуминима говеђег серума 
(енгл. Bovine Serum Albumine, BSA) развијају хистолошке и серолошке карактеристике 
болести сличне хуманом PBC-у укључујући и инфилтрацију јетре CD8+T лимфоцитима и 
повећану експресију TNF-α и IFN-γ (109). Инфекција NOD.B6-Idd10/Idd18 мишева 
бактеријом Escherichia coli такође за резултат има повишен титар антимитохондријских 
антитела и развој тешког холангитиса (29, 108). Такође инфекција NOD, C57BL/6 и SJL 
мишева бактеријом Novosphingobium aromaticivorans за резултат има појаву специфичних 
антитела у серуму и активацију Т лимфоцита која зависи од NKT ћелија што оштећује 
жучне каналиће (109). Novosphingobium aromaticivorans је екстрацелуларна, убиквитарна, 
Gram-, коменсална бактерија која припада фамилији Sphingomonadaceae и може да 
насељава дигестивни тракт људи (110). Ћелијски зид Novosphingobium aromaticivorans-а 
не садржи липополисахарид (LPS), али поседује гликосфинголипиде (α-
галактуронилцерамиде [αGalACer]) (111). Novosphingobium aromaticivorans садржи 
молекулске хомологе аутоантигену PDC-E2 који у мишева инфицираних овом бактеријом 
иницира продукцију IgG специфичних за PDC-E2 и оштећења јетри готово идентичних 
оним лезијaма које се развијају током PBC-а у људи (109), са већим бројем NKT ћелија у 
јетри и већом екпресијом CD1d молекула на ћелијама урођене имуности (112). Овако 




 T лимфоцитима из болесног 
миша у здраве мишеве, док  трансфер антитела или NKT ћелија нема такве последице. 
 
1.3. Галектини  
 
Галектини (енгл. Galectins, Gal) су протеини који везују угљене хидрате и укључени су у 
бројне физиолошке процесе, као што су ин фламацијски и имунски одговор, миграција 
ћелија, аутофагија спровођење сигнала. 
Седамдесетих година 20. века, у потрази за протеинима који везују сложене гликане на 
површини ћелија откривени су протеини који везују галактозид и који су тада названи 
“галаптини” и лектини типа S (113). Тек су 1994. године добили име галектини када су 
дефинисани као фамилија протеина која унутар карактеристичних домена, којима 
препознају угљене хидрате и који садрже око 130 аминокиселина (енгл. Carbohydrate 
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Recognition Domain, CRD), садржи конзервирано место које везује β- галактозид (114). 
Галектини се синтетишу у цитосолу, већи део животног века се налазе у цитосолу или у 
једру и везују галактозидне лиганде тек након некласичне секреције која заобилази 
Голџијев комплекс (115). Галектини остварују интеракције и са разним молекулима који 
не садрже галактозу, чак и у оквиру CRD-а садрже места која везују и друге врсте 
макромолекула (116, 117).  
CRD домен галектина има облик благо савијеног β-сендвича (118, 119). Конкавна, S 
страна, домена формира плитак жлеб који може да веже тетрасахарид. Дефинисано место 
којим галектини везују галактозу садржи конзервирану секвенцу од око седам 
аминокиселина и налази се унутар овог жлеба. Места са обе стране конзервиране секвенце 
за коју се везује галактоза појачавају или смањују афинитет везе галектина и лиганда, због 
чега сваки CRD регион галектина има јединствену специфичност (119-122). Везујуће 
место галектина се се може прилагодити лиганда (123, 124). Због тога, иако је афинитет 
везе CRD унутар галектина и молекула галактозе у милимоларном опсегу, афинитет 
галектина за дисахарид N-ацетил-лактозамин је већи, а афинитет везе коју остварују са 
гликопротеинима са којима остварују највише интеракција је у субмикромоларном опсегу. 
Такође су дефинисана подручја у оквиру CRD региона која везују лиганде који не садрже 
угљене хидрате. Тако, CRD регион галектина-3 везује и сопствени N-терминални домен 
(125). Галектин-3 се налази у форми мономера и у релативно високим концентрацијама 
(100µМ), али може да формира агрегате са различитим лигандима и аглутинираним 
ћелијама и у много нижим концентрацијама. У овим интеракцијама учествује N-терминус 
(126, 127). Удруживањем више молеула галектина-3 формирају се решетке (123) које 
остварују интеракције са многим глукоконјугатима трансмембранских протеине па их 
тако унакрсно повезује што за последицу има активацију сигналних каскада којима се 
регулише ћелијска пролиферација, диференцијација, одржава имунска хомеостаза (119, 
128). 
Галектини садрже један или два CRD-а (129), а на основу присуства и распореда домена 




Прототип галектини (Gal- 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 и 15) су сачињени од две идентичне 
субјединице повезане међусобом нековалентним везама (хомодимери) ови галектини 
имају  два домена којима препознају угљене хидрате 
Тандемски галектини (Gal- 4, 6, 8, 9 и 12)  састављени од две различите субјединице, 
спојених кратким пептидом, са неистоветним доменима којима прпознају различите 
угљене хидрате  
Химерски галектини (Gal-3) садрже два домена и то један којим препознају угљене 
хидрате и један дугачак, флексибилан домен на N крају (128, 132).  
 
1.3.1. Структура галектина-3 
Галектин-3 (Gal-3) молекул масе 29-35kD је првобитно препознат, назван тада Mac-2, и то 
као мембрански молекул перитонеалних макрофага мишева за чију експресија  је 
одговоран тиогликолат (133). Недуго затим су, у мишјим 3Т3 фибробластима, 
идентификовани слични лектини: CBP-35 (134), εBP (135), RL-29, лектин масе 29-kD 
(136), HL-29 (137), L-34, лектин масе 34-kD (138) и LBP (139). Дешифровање  
аминокиселинских секвенци указало је на веома велику хомологију ових молекула (139) 
да би 1994. године за све ове протеине  био усвојен садашњи назив Gal-3 (114). Хумани 
галектин-3 кодира LGALS3 -ген на хромозому 14.  
Галектин-3 је молекул уникатне грађе која је другачија од свих сродних молекула из 
породице галектина кичмењака (140). Поседује један полипептидни ланац са два 
различита домена: N-терминални домен (енгл. N-terminal Domain, ND) и C-терминални 
домен (141). N-терминални регион садржи понављајуће секвенце сличне колагену-α које 
су богате глицином, пролином и тирозином (142, 143). N-терминус галектина-3 омогућава 
мултивалентна удруживања која укључују интеракције N-терминус са N-терминусом 
другог молекула и интеракције N-терминуса са CRD-ом (144). N-терминални домен, 
заједно са CRD регионом, учествује у везивању олигосахарида за шта су најодговорнији 
тирозин (на позицији 102) и непосредно суседне аминокиселине (145). N-терминус у 
присуству лиганада (мултивалентни угљенохидрати) омогућује полимеризацију и 
стварање пентамерног облика галектина-3 који везујући трансмембранске гликане унакрст 
покреће унутарћелијске сигналне путеве, утичући тако на експресију различитих гена и 
промену функције ћелија (146-149). Колагеназе и матрикс металопротеиназе MMP-2 и 
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MMP-9 (енгл. Matrix Metalloproteinase, ММР), кидају везу унутар N-терминалног домена, 
богатог глицином, пролином и тирозином (тзв. секвенца слична колагену-α) (150). 
Разградња пептидне везе 62. (аланина) 63. (тирозин) аминокиселине унутар N-
терминалног домена утиче на повећање афинитета CRD региона за лиганде, али смањује и 
капацитет за међусобно повезивања молекула галектина-3 све функције олигомерног 
галектина-3 (150). N-терминални домен је пресудан и за секрецију Gal-3 (151), јер када 
недостаје почетни део овог ланца (11 амино-киселина) нема ни излучивања Gal-3 из ћелије 
(143). N-терминус је, такође, битан и за функцију Gal-3 током апоптотских процеса. Па 
тако измена серина (конзервиран на позицији 6) мења антиапоптотске ефекте галектина-3 
(152). У склопу C-терминалног домена галектина-3 се налази CRD регион. Интерреакција 
CRD региона галектина-3 са глукоконјугатима узрокује конформационе промене (153) и 
реаранжирање секвенце у близини везујућег места (154). Унутар CRD региона се налази 
NWGR мотив: Asp-Trp-Gly-Arg (такође конзервирана секвенца) који се сматра кључним за 
антиапоптотску активност галектина-3, јер NWGR наликује домену BH1 породице Bcl-2 
протеина (155). Gal-3 се високо-афинитентно повезује са поли-N-ацетиллактозаминским 
секвенцама присутним у лигандима (156, 157). 
 
1.3.2. Функције галектина-3 
Галектин-3 је убиквитаран молекул, присутан како екстра- тако и интра- целиларно али и 
као мембрански молекул. Највише је ескпримиран у епителним, ендотелним и ћелијама 
имунског система (158, 159). Галектин-3 је у ћелијама присутан у једру, митохондријама 
или цитосолу, а на његову дистрибуцију утичу тип ћелије и фаза ћелијског циклуса у којој 
се ћелија налази (160, 161). Експресија галектина-3 се повећава у малигно 
трансформисаним ћелијама (162-164). 
 
1.3.2.1.Функције интрацелуларног галектина-3.  
Галектини интерреагују са мноштвом цитосолних и нуклеарних лиганада, који су по 
структури протеини, и тако регулишу сигналне путеве (165). Галектин-3 интерреагује са 
малим GTP-азама HRAS (166) и KRAS, активира киназе сигналног пута Raf-1/MEK/ERK и 
подстиче ћелијску пролиферацију (167). Остварује интеракцију са базалним телима и 
центрозомима па је у одсуству галектина-3 нарушена организација микротубула и 
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морфогенеза примарних цилија (168) и мотилитет цилија респираторног епитела (169). 
Галектин-3 се удружује и са протеином NuMa (енгл. Nuclear аpparatus Mitotic protein, 
NuMa) који је кључни регулатор митозе (170). Галектин-3 такође реагује са компонентом 
АLG-2 комплекса ESCRT (енгл. Endosomal Sorting Complexes Required for Transport, 
ESCRT) који регулише транспорт ендозома и учествује у ремоделовању мембране (171). 
Ова интеракција утиче на смањење експресије TCR-a на мембрани Т лимфоцита, 
интрацелуларни промет рецептора за епидермални фактор раста (172) и ослобађање 
вируса хумане имунодефицијенције-1 (HIV-1) из ћелије (173). Цитосолни галектин-3 
ослобађа β-катенин из комплекса са Wnt и омогућава његову транслокацију у једро и тако 
утиче на Wnt сигнализацију (174). Интерреагује са молекулом Bcl-2 и тако остварује 
антиапоптотске ефекте (175). За молекул Bcl-2 се везује NWGR мотив галектина-3 који је 
и део CRD домена (176, 122).  
Галектин-3 стално путује између цитоплазме и једра. У једру галектин-3 учествује у 
сплајсингу пре-иРНК и у регулацији експресије гена и удружује се са малим једарним 
рибонуклеопротеинима (snRNP) (177, 178). Осим тога Gal-3 омогућује одржавање  
стабилом везу CREB и Sp1 (транскрипциони фактори) за гене промотерског региона гена 
одговорног за синтезу циклина D1 (179). 
 
1.3.2.2.Функције екстраћелијског и мембранског галектина-3.  
Након описане некласичне секреције галектини улазе у ванћелијски простор, где се 
сусрећу са лигандима као што су гликопротеини (који садрже галактозу) и гликолипиди. 
Галектини се секретују неклaсичним путем, вероватно путем егзозома (180). Показано је 
да галектини брзо окружују оштећене ендоцитне везикуле јер се по дисрупцији везикула 
гликани присутни у лумену везикула излажу цитосолу. Овај феномен је први пут откривен 
када је описано везивање галектина-3 за вакуоле које садрже Shigellaе (181), а затим је 
описано везивање галектина-3 за ендозоме који садрже аденовирусе (182). Галектини се 
накупљају и око ендозома разорених агрегацијом протеина (у неуродегенеративним 
болестима) (183, 184), што може да укаже да галектини користе процес аутофагије како би 
се секретовали у ванћелијски простор (185). Међутим тачан механизам некласичне 
секреције галектина је ипак и даље нејасан.  
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Екстрацелуларни лиганди галектина-3 (присутни на ћелијским мембранама и  
међућелијском матриксу) су: интегрини, ламинин, протеин који везује Mac-2, 
витронектин, еластин и фибронектин (156, 158, 186). Екстрацелуларни Gal-3 се везује 
молекуле угљених- хидрата присутне на мембранама ћелија или ванћелијском матриксу 
чиме омогућава интеракцију ћелија и њихову адхезију за екстрацелуларни матрикс (158). 
Ga-3, подстиче усмерену миграцију моноцита и макрофага према себи односно учествује у 
хемотакси ових ћелија (187). Такође, Gal-3 олакшава зрелим Т лимфоцитима излазак из 
тимуса (188). Овај молекул стимулише и настанак нових крвних судова што је показано и 
in vitro и in vivo (189). 
Галектини из екстраћелијског простора могу поново да уђу у ћелије ендоцитозом (190), а 
онда се задржавају у ендоцитозним везикулама (191) и ендозомима (192). Галектин-3 
везује гликопротеине који се налазе изван рафтова у мембрани (193, 194) и тако вероватно 
контролише сортирање протеина на апикалној мембрани ћелије (193, 194). Ванћелијски 
галектини такође индукују спровођење сигнала са ћелијске мембране, модификују 
интеракције унутар екстрацелуларног матрикса, као и са микроорганизама (118, 195-197). 
Галектини, се повезују и са површинским гликанима хелмината што је важно за урођену 
имуност према овим паразитима (198). 
Функције цитосолних и нуклеарних (199) екстрацелуларних (118) галектина су познате, 
али није најбоље разјашњено да ли постоји нека заједничка регулација функције галектина 
у екстра- и интра- целуларом простору. Познато је да се галектин-1 у културама миобласта 
налази претежно у ћелијама, а да по диференцијацији миобласта у миоците углавном 
прелази у ванћелијски простор (200). Постоји могућност да ванћелијски галектин-3 у 
форми глукоконјугата смањује концентрацију галектина у цитосолу и/или једру. 
 
1.3.2.3.Функција галетина-3 на нивоу организма.  
Концентрација галектина у серуму или плазми је обично у пикомоларном опсегу. Мало је 
вероватно да галектини остварују ефекте на даљину, слично циркулишућим хормонима 
већ је вероватније је да је њихово присуство у серуму резултат отпуштања из ткива, као 
што је откривено и за многе друге протеине (201). Позната је корелација између 
концентрације галектина-3 у серуму и оштећења срца (202). Међутим познато је и да 
галектин-3 и у веома ниској концентрацији у серуму стимулише ендоцитозу CD44 
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молекула (203) тако да неки од ћелијских процеса које контролишу галектини могу да 
одговарају на промене концентрације галектина у серуму. Галектин-3 из мијелоидних 
ћелија утиче на раст туморских ћелија и индукује отпорност на инсулин у адипоцитима 
(204) што указује да остварује и аутокрине и паракрине функције.  
Када се говори о деловању галектина на нивоу организма онда се углавном одвојено 
описују функције галектина у ванћелијском простору, на ћелијској мембрани и 
интрацелуларно (197, 205). Међутим, галектини из ванћелијског простора се веома брзо 
ендоцитују и брзо се крећу између ендо- и егзо- цитних везикула (192, 206). 
Успостављање оптималног нивоа галектина у ћелији и ванћелијском простору утиче на 
кретање галектина кроз везикуле и тиме директно утиче на ћелијске процесе које галектин 
контролише као што су индукција апоптозе лимфоцита или апикална експресија и 
латерална организација гликозилираних рецептора као што су TCR, рецептори за VEGF, 
TGF-β и рецептор за инсулин, чиме се последично регулишу процеси које ови сигнални 
путеви контролишу: ангиогенеза, лимфангиогенеза, фиброза, инфламација (197, 205).  
 
1.3.3. Улога и значај галектина-3 у регулацији имунског одговора 
Конститутивно је Gal-3 експримиран у моноцит/макрофагним ћелијама, а такође и у DC, 
полиморфонуклеарима и мастоцитима, а лимфоцити (и Т и В)  га синтетишу само кад су 
активирани (207).  
Галектин-3 учествује у диференцијацији макрофага, В лимфоцита и DC (208-210). 
Експресија галектина-3 се повећава у хуманим моноцитима у току in vitro 
диференцијације у макрофаге (208). Јаче исказивање Gal-3 смањујуе ефекте 
транскрипционог фактора Blimp-1 што подстиче сазревање  плазмоцита (209). Супротно, 
диференцијацију DC прати смањење ескспресије галектина-3 (210). 
Галектин-3 је важан за адхезију и хемотаксу моноцит/макрофагних ћелија и миграцију 
ових ћелија кроз ендотел (146, 187). Галектин-3 активира и појачава фагоцитну и 
микробицидну активност фагоцита јер је de facto рецептор за препознавање молекулских 
образаца патогена. Тачније, овај молекул  препознаје и везује се за површинске 
гликоконјугат следећих патогена: Neisseria gonorrhoeae, Leishmania major, Schistosoma 
mansoni и Trypanosoma cruzi, а уз то стимулише и опсонизацију (211-215).  
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Галектин-3 експримиран у DC је важан за поларизацију имунског одговора (216-220). У 
болестима са доминантним Th2 имунским одговором (инфекције паразитима, атопијски 
дерматитис) експресија галектина-3 у DC корелира са слабијом пролиферацијом 
помагачких Т лимфоцита (219, 220). CD4+Т  лимфоцити коинкубирни са DC Gal-3-/- 
мишева показују већи степен пролиферације него након инкубације са DC Gal-3+/+ 
мишева (219). 
Галектин-3 је исказан искључиво на активисаним лимфоцитима T и В (207) битан је за  
пролиферацију и апоптозу Т лимфоцита (221-223). Интрацелуларни и екстрацелуларни 
галектин-3 имају супротно дејство на апоптозу Т лимфоцита. Интрацелуларна експресија 
галектина-3 инхибира, а екстрацелуларна поспешује апоптозу активираних Т лимфоцита 
(155, 223). Овај про-апоптотски ефекат последица је везивања галектина-3 са 
гликоконјугатима исказаним на мембранама активираних Т ћелија (223). 
 
1.3.4. Инхибитори галектина-3 
Бројне улоге галектина у регулацији ћелијских процеса у физиолошким и патолошким 
стањима инспирисале су истраживање инхибитора галектина, као потенцијалних лековима 
или као експерименталних средстава за проучавање биологије ћелије. Најмоћнији 
инхибитори галектина базирани су на дериватима дисахарида који постижу 
високоафинитетне везе са галектинима чија је јачина у наномоларном распону. 
Синтетисан је дисахарид, тиодигалактозид (Galβ1-S-1βGal) који је врло сличан природним 
дисахаридима (224) и који остварује чврсте везе са галектином-3 (Kd је око 2nM). 
Инхибитор галектина-3, TD139, показује in vivo ефекте у анималним моделима фиброзе и 
ангиогенезе (225, 226) и тренутно се спроводе клиничке студије у којима се испитује као 
потенцијални лек за лечење идиопатске фиброзе плућа. Инхибитори галектина који се 
базирају на дисахаридима су релативно растворљиви у води и не могу се дуго задржати на 
мембранама, што онемогућава њихову оралну примену. Недавно је развијена нова класа 
инхибитора галектина која садржи само једну резидуу шећера (227), који лако пролазе 
кроз мембране што омогућава њихову оралну примену (Kd је у ниском, nM, опсегу). 
Такође је показано да, полисахариди добијени из биљака, као што је модификовани 
цитрусни пектин (MCP) или галактоманан, делују као фармаколошки инхибитори 
галектина-3 (228-230). Међутим, ови инхибитори слабо или уопште не остварују везу са 
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канонским местом за везивање угљених хидрата на молекулу галектина (231) што не 
искључује интреакције са другим деловима овог молекула (232-234). Два мултивалента 
инхибитора на бази полисахарида, GM-CT-01 (Davanat) и GR-MD-02, везују галектин-3 
умереним афинитетом (Kd=2.9 и 2.8µM). GM-CT-01 је природни галактоманан који 
садржи бројне резидуе галактозе са просечном молекулском масом до 60kDa (235, 236). 
Међутим, не постоји јасно и задовољавајуће структурно објашњење о томе како се ови 
пектини везују за галектине и на који начин су испољавају терапијску ефикасност. Али 
због растворљивости у води и релативно безбедне примене код људи, ови полисахариди 
биљака су добри кандидати за лекове. 
 
1.3.5. Галектин-3 и болести јетре 
Галектин-3 је веома важан за патогенезу запаљенских болести и малигнома јетре (237-
240). Истраживања су потврдила промењену експресија галектина-3 у јетрама и серумима 
болесника са хепатоцелуларним карциномима, стеатохепатитисима и цирозама (130, 237). 
Експресија галектина-3 може да се користи као прогностички фактор код 
хепатоцелуларних карцинома (238) јер већа експресија галектина-3 у једрима 
карциномских ћелија одговара лошијој прогнози (237). Супримирање исказивања 
галектина-3 у једру олакшава апоптозу и повећава осетљивост ћелија холангиокарцинома 
на хемиотерапијске агенсе (238). 
Раније су показани супротни ефекти галектина-3 на ток примарног билијарног 
холангитиса у два различита експериментална модела. Показан је протективни ефекат 
галектина-3 у моделу РВС изазваном имунизацијом ксенобиотиком (241). Галектин-3 
остварује антиапоптотски ефекат у холангиоцитима чиме највероватније смањује даље 
ослобађање аутоантигена и тако зауставља аутоимунски процес (241). У моделу РВС који 
спонтано развијају dnTGF-βRII мишеви, галектин-3 делује проинфламацијски, подстиче 


















2. ЦИЉ РАДА 
 
Главни циљ: утврдити улогу Gal-3 у патогенези PBC-a изазваног инфекцијом мишева, соја 
C57BL/6, Novosphingobium aromaticivorans-ом. 
 
Сагласно  основном циљу утврђени су и експериментални задаци: 
 
1. Испитати улогу Gal-3 у развоју примарног билијарног холангитиса у 
експерименталном моделу болести која се индукује инфекцијом мишева соја C57BL/6 
Novosphingobium aromaticivorans-ом. 
2. Утврдити ефекте Gal-3 на састав и функционални фенотип ћелија које инфилтришу 
јетру. 
3. Испитати утицај Gal-3 на активацију DC Novosphingobium aromaticivorans-ом. 
4. Утврдити ефекте Gal-3 на активацију инфламaзома у макрофагима излаганим 
Novosphingobium aromaticivorans-у. 
5. Испитати да ли терапијска примена инхибитора галектина-3, GM-CT-01, може да 
ублажи манифестације РВС у моделу изазваним бактеријском инфекцијом. 
6. Испитати да ли примена инхибитора галектина-3, GM-CT-01, смањује активацију 
инфламазома изазвану бактеријском инфекцијом. 
7. Утврдити експресију Gal-3 у јетри мишева оболелих од РВС-а изазваног бактеријом и 












3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
 
3.1. Лабораторијске животиње 
Истраживања су обављена на женкама, старим 8 недеља. Мишице су биле соја С57BL/6 
(енгл. Wild Type, WT) и на истог соја мишева са target делецијом гена који кодира 
галектин-3 (Gal-3 knock-out[KO] или Lgals3
-/-
 C57BL/6) (243). KO мишеви су првобитно 
допремљени из виваријума универзитета Калифорније љубазношћу проф. др Daniel K. 
Hsu-а (Department of Dermatology, University of California, Davis, School of Medicine, 
Sacramento, California, USA). Мишеви коришћени у овој студији су одгојени у виваријуму 
Центра за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија, Факултета медицинских 
наука, Универзитета у Крагујевцу. Експерименталне процедуре у овој студији, рађене на 
мишевима, обављене су уз одобрење Етичке комисије за заштиту добробити огледних 
животиња Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу (број одобрења: 01-
8670) и у складу са свим смерницама за третирање лабораторијских животиња. 
 
3.2. Индукција примарног билијарног холангитиса и процена 
болести 
Примарни билијарни холангитис изазиван је инфицирањем женки C57BL/6 WT и C57BL/6 
Lgals3
-/-
, старих 8 недеља, интравенском применом 5×10
7
 PFU N. aromaticivorans 0. и 15. 
дана експеримента као што је раније описано (109). Узорци крви добијени након 
жртвовања су прикупљани у епрувете без коагуланса, издвојен је серум и у њему 
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анализирана концентрација ензима: AST (енгл. Aspartate Aminotransferase), ALT (енгл. 
Alanine Aminotransferase) и ALP (engl. Alkaline Phosphatase) на Roche Cobas Mira Plus 
аналајзеру. Након жртвовања животиња парафински исечци ткива јетре су обојени 
хематоксилином и еозином (H&E) стандардном процедуром. На сваком исечку је 
оцењивана инфламација перипортних простора, инфилтрација са и без оштећења 
билијарних канала, фиброза, некроза, хеморагије/билирагије и супкапсуларни инфилтрати. 
На основу интензитета и степена изражености патолошког налаза променма су 
додељивани бодови и то: нула- нема; један- блага; два- умерена; три- јака; четири- веома 
јака. Грануломи, хеморагије/билирагије и фиброза бодовани су као: нула- нема; једа- 
блага; два- умерена; три- јака. Хистолошка анализа и бодовање спроведени су слепом 
методом. Хистолошки препарати су фотографисани уз помоћ светлосног микроскопа 
(Olympus BX51) дигиталним фотоапаратом. За детекцију влакана колагена у исечцима 
коришћена је метода бојења Picrosirius Red-ом. Проценат ткива захваћеног фиброзом је у 
мишијим исечцима јетре (сликано 10 поља на увеличању 10Х) израчунат коришћењем 
софтвера ImageJ (NIHh, Bethesda, MD). 
 
3.3.  Апликација инхибитора галектина-3, GM-CT-01 
Две групе Lgals3
+/+
 мишева су формиране рандомизираним узорковањем.  Мишеви једне 
групе су четри недеље интраперитонелно примали 300μg GM-CT-01 и то три пута 
недељно од почетка експеримента, односно од инфицирања бактеријом. 
Посебна група мишева је ради процене терапијског ефекта инхибитора галектина-3 
примала 300μg GM-CT-01 од почетка девете недеље експеримента истом учесталошћу и 
укупног трајања (3 x недељно/4 недеље).  
 
3.4. Имунохистохемија мишијих узорака јетре 
Депарафинисани парафински исечци ткива јетре инкубирани су са примарним зечијим 
антителима специфичним за мишји NLRP3 и IL-1β и примарним мишјим антителом 
специфичним за Gal-3 (Abcam, Cambridge, UK). Хистолошки пресеци јетре визуелизовани 
су коришћењем кита за детекцију зечјих (Expose Rb-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit; 
Abcam) и мишјих (Expose Ms-Specific HRP/DAB Detection IHC Kit; Abcam) антитела. 
33 
 
Обојени исечци су фотографисани дигиталном камером на светлосном микроскопу 
(Olympus BX5). Анализирано је 10 поља по пресеку (увеличање 40Х) (244). 
 
3.5. Мерење цитокина у хомогенатима јетре 
Концентрације цитокина у хомогенатима јетре, добијених хомогенизацијом 100mg јетре у 
0.5mL PBS-а и центрифугирањем на 14,000 обртаја 10 минута на 4
◦
C, мерене су ELISA 
(енгл. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) техником употребом мишјег дуосета за 
IL-1β (R&D Systems) према упутству произвођача. 
 
3.6. Изолација мононуклеарних ћелија јетре и проточна 
цитометрија 
Мишеви су жртвовани цервикалном дислокацијом, а изолација мононуклеарних 
леукоцита из јетре обављена је методом разграђивања јетре механичким средствима (245). 
На 5×10
5
 мононуклеарних екстрахованих ћелија, ресуспендованих у пуферу (50μl) 
апликована су, у одговарајућим концентрацијама, моноклонска антитела обележена 
флуоресцентним материјама. Након инкубације у тами, на +4˚C после 20 минута ћелијама 
је додавано  1,5ml хладног пуфера (енгл. Staining Buffer, BD) и центрифугироване на 400G 
пет минута. Након ресуспензије добијеног талога у 350µl пуфера ћелије су анализиране 
проточном цитометријом на апарату FACSCalibur (BD). за анализу добијених података 
послужио је софтвер FlowJo. 
Бојење интрацелуларних цитокина изведено је коришћењем BD Cytofix/Cytoperm
TM
 
методе. За стимулацију ћелија коришћен је форбол миристат ацетат, 50ng/ml (енгл. 
Phorbol 12-myristate 13-acetate, РМА; Sigma) уз додавање јономицина, 500ng/ml (енгл. 
Ionomycin; Sigma) у трајању од 4 сата. У току in vitro стимулације ћелија, интрацелуларни 
транспорт протеина је блокиран моненсином (BD GolgyStop
TM
). После стимулације 
обојени су површински маркери, а затим су ћелије ресуспендоване у 250μl 
Cytofix/CytoPerm
TM
 раствора (BD Pharmingen) и инкубиране на +4°С у трајању 20 минута. 
Ћелије су потом пране два пута у Perm/Wash
TM
 пуферу (BD Pharmingen; 1ml/епрувети; 





пуферу. Ћелије су потом пране пуфером Perm/Wash
TM
, и ресуспендоване помоћу 350μl 
пуфера и потом анализиране проточном цитометријом.  
 
3.7.  Продукција цитокина и експресија маркера активације 
након стимулације DC in vitro 
Изоловање DC из слезина сваког миша појединачно обављено је методом магнетне 
сепарације уз помоћ Pan Dendritic Cell Isolation Kit-a (МACS Miltenyi Biotec) према 
упутству произвођача. Изоловане ћелије су ресуспендоване комплетним медијумом акко 
да им густина буде 10
6
/ml, 1ml суспензије је сипан у плоче са 24 отвора, и додато је по 10
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бактеријских ћелија Novosphingobium aromaticivorans (246, 247). У одређене бунарчиће 
додат је инхибитор галектина-3, GM-CT-01 у финалној концентрацији 100µM. По истеку 
инкубације експресија маркера активације (CD86 и CD40) и цитокина (IL-4, IL-1β и p40 
заједничке субјединице за IL-12/IL23) анализирана је проточном цитометријом.  
 
3.8.  In vitro стимулација перитонеалних макрофага бактеријом  
Перитонеални макрофаги су издвојени техником перитонелане лаваже комплетним 
медијумом као што је раније описано (248). Добијене ћелије су инкубиране са бактеријом 
N. aromaticivorans 24 сата (однос ћелија/бактерија 1:10) на 37
0
C у инкубатору са 5% CO2. 
Неке од ћелија су пре излагања бактеријама инкубиране са инхибитором каспазе-1 (Z-
YVAD-FMK; 10µmol/L). По завршетку инкубације у слободној течности је ELISA 
техником измерена концентрација IL-1β и IL-6, употребом мишјег сета (R&D Systems). 
Експресија површинског маркера F4/80 и интрацелуларних IL-1β и NLRP3 анализирана је 
проточном цитометријом како је већ описано.  
 
3.9. Имунофлуоресценца 
Изоловани перитонеални макрофаги (10
6
 ћелија/отвору) су инкубирани 7 дана у плочама 
са 6 отвора у које су стављене округле покровне љуспице и то у присуству N. 
aromaticivorans (10
7
 бактерија/отвору). Ћелије су затим обележене анти-F4/80, анти-IL-1β 
и анти-NLRP3 антителима, инкубиране са секундарним антителима конјугованим PE или 
FITC бојом (249). Љуспице су залепљене за предметна стакла коришћењем ProLong Gold 
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antifade reagent with DAPI и фотографисане коришћењем Olympus BX51 флуоресцентног 
микроскопа.  
 
3.10. Активност каспазе-1 
Перитонеални макрофаги (1×10
6
 ћелија/отвор) су инкубирани 24 сата у присуству 
бактерије N. aromaticivorans (1×10
6 
бактерија/отвор) у плочама са 6 отвора, а активност 
каспазе-1 је измерена у лизатима ћелија коришћењем Caspase-1 Colorimetric Kit-а (R&D 
Systems). 
 
3.11.  Одређивање концентрације галектина-3 у култури 
спленоцита 
Мононуклеарне ћелије су изоловане из слезина нетретираних мишева методом механичке 
разградње. Изоловани спленоцити (2.5×10
6
 ћелија/отвор) се инкубирани са инхибитором 
галектина-3, GM-CT-01 у финалној концентрацији 100µM 24 сата, а затим стимулисани 
липополисахаридом 1µg/ml (LPS, Lipopolysaccharides из E. coli 055:B5) 24 сата, као што је 
раније описано (228). Концентрација Gal-3 у супернатантима је измерена коришћењем 
Duoset ELISA сета (R&D Systems). 
 
3.12.  Анализа екпресија гена реакцијом ланчаног умножавања  
РНК је изолована из ткива јетре коришћењем тризол реагенса (250). За мерење 
концентрација и оцену пречишћености RNA коришћено је спектрофотометријско мерење 
абсорбанце (260/280nm) уз помоћ уређаја Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, 
Germany). Процесом реверзне транскрипције је добијена комплементарна ДНК, уз помоћ 
кита High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, 
California, USA), како је произвођач описао. Методом квантитативнеог PCR-а у реалном 
времену (Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) одређена је релевантна генска експресија. 
qRT-PCR је одређиван апаратом Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
у плочама са 96 отвора (Twin.tec. real time PCR plates 96, Eppendorf). Коришћени су 
комерцијално доступни прајмери за проколаген α1 (forward: 
GCTCCTCTTAGGGGCCACT, reverse: CCACGTCTCACCATTGGGG), α-SMA (forward: 
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ACTGGGACGACATGGAAAAG, reverse: CATCTCCAGAGTCCAGCACA), β-актин је 
коришћен као housekeeping ген (forward: AGCTGCGTTTTACACCCTTT, reverse: 
AAGCCATGCCAA TGTTGTCT). Тест је извођен у дупликату сваког узорака. Вредности 
Ct контролних трипликата (актин) су одузимане од измерених вредности Ct трипликата 
релевантних гена и тако је добијен ΔCt. Релативна експресија гена  исказивана је као 2
- ΔCt
. 
Вредности су приказиване као релативне у односу према контроли, подешеној на 1 како је 
уобичајено. 
 
3.13.  Статистичка анализа  
Подаци су приказани као вредност  ± SD или  ± SEM. Статистичка значајност одређивана 
је независним узорком Student’s T test и АNOVA-ом и где је било потребно Mann-Whitney U 
test-ом или Kruskal-Wallis-ом. Статистички значајним означене су добијене вредности 
































4.1. Делеција Lgals3 ублажава примарни билијарни холангитис 
индукован бактеријом Novosphingobium aromaticivorans 
 
Раније смо показали да су Lgals3-/- C57BL/6 мишеви готово резистентни на индукцију 
примарног билијарног холангитиса који се изазива инфекцијом бактеријом N. 
aromaticivorans (251). На исечцима јетри C57BL/6 WT мишева обојених хематоксилин-
еозином 8 недеља после инфекције бактеријом N. aromaticivorans детектована је 
инфилтрација билијарних каналића, оштећење билијарних каналића са облитерацијом, 
перипортна и инфилтрација паренхима и фиброза. Супротно томе у свим анализираним 
исечцима ткива јетре инфицираних Lgals3
-/-
 мишева запажено је потпуно одсуство 
оштећених каналића (251). Серолошки параметри болести, концентрације трансаминаза 
AST и ALT и IgA антитела специфичног за PDC-E2 су у групи инфицираних Lgals3
-/-
 
мишева такође били веома слични параметрима у групи нетретираних (здравих) мишева, 
за разлику од групе инфицираних WT мишева у којој је детектовано статистички значајно 
повећање наведених серумских параметра од четврте недеље по инфекцији (251). 
Значајно израженија фиброза у јетрама WT него у јетрама Lgals3
-/-
 мишева 8 недеља после 
инфекције бактеријом N. aromaticivorans (Слика 1) потврђена је и Picrosirius red бојењем 















Слика 1. Репрезентативни примери исечака јетри инфицираних мишева обојених техником Picrosirius red. 






Квантитативном анализом исечака јетри WT и Lgals3
-/-
 мишева инфицираних бактеријом 
N. aromaticivorans је утврђено да је проценат ткива захваћен фиброзом значајно 
статистички већи (p<0.001) за групу WT него за групи Lgals3
-/-









Графикон 1. Проценат ткива јетре са депозитима колагена је значајно већи у групи WT мишева 
инфицираних бактеријом Novosphingobium aromaticivorans него у групи инфицираних Lgals3
-/-
 мишева. 
Приказана је средња вредност ± SD процента ткива јетре са обојеним депозитима колагена израчунат 
анализирањем препарата ткива јетре третираних Picrosirius red-ом у програму ImageJ. Статистичка 
сигнификантност је одређивана Student-овим t тестом, *** p<0.001 
 
 
И седам месеци после после инфекције бактеријом Novosphingobium aromaticivorans у 
јетрама Lgals3
-/-
 мишева нема ни инфилтрације ни фиброзе док се у јетрама C57BL/6 wild 
type мишева примећује фиброза, некроза ткива и скоро потпуно одсуство жучних каналића 
(Слика 2). И у исечцима јетри C57BL/6 wild type мишева добијеним 7 месеци после 
бактеријске инфекције обојених методом Picrosirius red јасно се уочава присуство 
изражених влакана колагена (Слика 3). У јетрама wild type мишева, 7 месеци после 























грануломa, облитерација билијарних каналића у значајном проценту, значајна фиброза, 
некроза ткива као и хеморагије са билирагијама (Слика 2, Графикон 2). Хистолошки скор 
који указује на оштећење билијарних каналића (р<0.001), фиброзу (р<0.001), некрозу 
ткива (р<0.001) и хеморагије (р<0.001) је статистички значајно већи у групи C57BL/6 wild 
type у поређењу са групом Lgals3
-/-









Слика 2. Јетре C57BL/6 WT мишева седам месеци после инфекције бактеријом N. aromaticivorans скоро да немају 
жучне каналиће. Репрезентативни исечци ткива јетри C57BL/6 WT мишева и C57BL/6 Lgals3-/- мишева добијени 7 
























Графикон 2. Значајно оштећење јетри C57BL/6 WT мишева се задржава и 7 месеци након инфекције N. 
аromaticivorans-ом. Ткива јетри C57BL/6 WT и Lgals3-/- мишева изолованa су 7 месеци након инфицирања N. 




































































































oштећења билијарних каналића, фиброзе, некрозе и хеморагије/билирагије + SD. Статистичка сигнификантност је 













Слика 3. Исечак јетре C57BL/6 WT мишице седам месеци после инфекције бактеријом N. aromaticivorans обојен 







4.2.  Присуство галектина-3 значајно појачава имунски одговор тип 17 у 
јетри мишева са примарним билијарним холангитисом индукованим 
инфекцијом бактеријом Novosphingobium aromaticivorans  
 
 
Пошто је за развој примарног билијарног холангитиса важна продукција инфламацијских 
цитокина анализирана је заступљеност CD4+ и CD8+ лимфоцита са експресијом IFN-γ и 
IL-17, међу ћелијама изолованих из јетри Lgals3
-/- 
и WT мишица, осам недеља после 
инфекције бактеријом Novosphingobium aromaticivorans. Иако су проценти IL-17 и IFN-γ 
позитивних ћелија у оквиру CD4+ и CD8+ популација већи у јетрама инфицираних Lgals3
-
/- 
мишева него у јетрама инфицираних WT мишева разлике нису достигле статистичку 
значајност. Репрезентативни плотови са процентима  IL-17 и IFN-γ позитивних ћелија у 
оквиру CD4+ и CD8+ популација у јетрама инфицираних и контролних мишева и 
стартегија гејтовања су приказани на Слици 4.  
Међу групама инфицираних мишева нису регистроване статистички значајне разлике у 
проценту IL-17 и IFN-γ позитивних ћелија у популацијама CD4+ и CD8+. Мећутим даља 
анализа  указала је да је проценат и CD4+ и CD8+ лимфоцита који продукују IL-17+ у 
оквиру популације мононуклеарних ћелија значајно већи у инфицираних WT него у 
инфицираних Lgals3
-/- 
мишева (251). Већи проценат IL-17 позитивних CD4 и CD8 
лимфоцита у групи инфицираних WT мишева се уочава на репрезентативним плотовима 
приказаним на Слици 5. Проценти IL-17+ и IFN-γ+ CD4 и CD8 ћелија у групи 
инфицираних Lgals3
-/- 
мишева нису већи од процената ових ћелија у групама контролних 
нетретираних мишева (Слика 5). Проценат IFN-γ+ CD4+ ћелија је нешто већи у јетрама 
инфицираних WT него у јетрама Lgals3
-/- 
мишева (Слика 5). Нема разлике у проценту 
CD8+ ћелија које експримирају IFN-γ у јетрама инфицираних Lgals3
-/- 



























Слика 4. Стратегија гејтовања за детекцију IL-17 и IFN-γ позитивних ћелија у оквиру CD4+ и CD8+ 
популација. Гејтоване су мононуклеарне ћелије, а затим CD4+ и CD8+ ћелије, у оквиру којих су 
детектовани проценти IL-17 и IFN-γ позитивних ћелија. Репрезентативни дот плотови приказују проценте 
IL-17 и IFN-γ позитивних ћелија у оквиру CD4+ и CD8+ популација у јетрама C57BL/6 WT и Lgals3-/- 










































Слика 5. Делеција Lgals3 смањује присуство IL-17+ и IFN-γ+ CD4 и CD8 лимфоцита у јетрама мишева 
након индукције PBC-а. Осам недеља после инфицирања бактеријом N. аromaticivorans из јетри су 
издвојене мононуклеарне ћелије, инкубиране су са антителима специфичним за CD4 и CD8 молекуле и 
инфламацијске цитокине и анализиране проточним цитометром. На слици се виде dot plot-ови који 
приказују проценте CD4 и CD8 ћелија које експримирају IFN-γ и IL-17.  
 
 
4.3. Одусуство галектина-3 не само да значајно смањује инфилтрацију 
јетре активираним, цитотоксичким и инфламацијским NK ћелијама већ 




За развој билијарног холангитиса након инфекције бактеријом N. aromaticivorans 
неопходна је активност NKT ћелија. Ове ћелије преко CD1d молекула активира α-
глукуронозилцерамид присутан у ћелијском зиду бактерија. Поред тога NK ћелије помажу 
активацију аутореактивних Т лимфоцита, појачавају њихову активност и тако доприносе 
оштећењу билијарних епителних ћелија (231). Имајући у виду значај NK и NKT ћелија за 
развој РВС, проточном цитометријом је анализиран проценат и фенотип ових ћелија у 
јетрама инфицираних WT и Lgals3
-/-
 мишева. У јетрама Lgals3
-/-
 мишева, 8 недеља после 
инфекције бактеријом N. аromaticivorans, нађена је значајно мања проценатуална 
заступљеност NK (CD49b+CD3-) ћелија него у јетрама инфицираних WT мишева (251). 
Штавише, инфекција уопште није повећала заступљеност NK ћелија у јетрама Lgals3
-/-
 
мишева. Већи проценти NK ћелија у групи инфицираних WT мишева се уочавају на 
Слици 6 на којој су приказани репрезентативни dot plot-ови који приказују NK 






Слика 6. Делеција Lgals3 смањује проценат NK ћелија у јетри инфицираних мишева. Осам недеља 
након инфекције бактеријом N. аromaticivorans-ом из јетри су изоловане су мононуклеарне ћелије и 
проточном цитометријом анализиране (CD49b+CD3-) NK и (CD9b+CD3+) NKT ћелије. Репрезентативни dot 





Даље је испитивано да ли је блажа болест Lgals3
-/-
 мишева удружена са слабијом 
активацијом NK и NKT ћелија и као што се види на Графикону 3А у јетрама Lgals3
-/-
 
мишева инфицираних бактеријом N. aromaticivorans присутан је статистички значајно 
мањи проценат активираних, NKG2D позитивних, и цитотоксичких, перфорин 
позитивних, ћелија у оквиру популације NK и NKT ћелија у поређењу са групом 
WT N. aro Lgals3-/- N. aro Lgals3-/- нетретирани WT нетретирани 
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инфицираних WT мишева. У популацији NK и NKT ћелија присутних у јетрама 
инфицираних Lgals3
-/-
 мишева детектована је и слабија експресија NKG2D и перфорина у 
поређењу са експресијом ових молекула у у популацији NK и NKT ћелија у јетрама 


































































































































































Графикон 3. Делеција Lgals3 смањује проценат цитотоксичких NK и NKT ћелија у јетрама 
инфицираних мишица. Мононуклеари изоловани из јетри, осме недеља након инфицирања N. 
аromaticivorans-ом анализирани су (проточном цитометријом) (A) Приказани су проценти позитивних 
NKG2D и перфорин позитивних ћелија у попзлацијама NK и NKT ћелија. Вредности су приказане као 
средња вредност + SE, 8 мишева/групи. **p < 0.005; *p < 0.05. Статистичка значајност разлике је утврђена 
Student-овим t тестом. (B) Репрезентативни плотови и хистограми приказују експресију маркера активације 
NKG2D и маркера цитотоксичности у поопулацијама NK и NKT у јетрама инфицираних и неинфицираних 
WT и Lgals3
-/-
 мишица.  
 
 
Четири недеље по инфекцији N. Aromaticivorans-ом у јетрама Lgals3
-/-
 мишева је 
забележен значајно већа процентуална заступљеност IFN-γ позитивних NK и NKT ћелија 
него у јетрама инфицираних Wild Type мишева (251). Међу групама, четири недеље после 
инфекције није забележена разлика у проценту IL-17 позитивних NK и NKT ћелија (251). 
Даље је испитан проценат IFN-γ+ и IL-17+ ћелија у популацијама NK и NKT, осме недеље 
након инфекцирања N. аromaticivorans-ом. Проточна цитометрија мононуклеарних ћелија 
изолованих из јетри мишева 8 недеља после инфекције између Lgals3
-/-
 и WT мишева није 
регистровала значајне разлике у процентима NK и NKT ћелија позитивних на IFN-γ 
(Графикон 4А). Али су, 8 недеља после бактеријске инфекције проценти IL-17+ ћелија у 
популацијама NK и NKT статистички сигнификантно мањи у јетрама инфицираних 
Lgals3
-/-
 мишева (Графикон 3А). Детектована је и мања експресија IL-17 у популацији NK 
и NKT ћелије у јетрама Lgals3
-/-
 мишева након инфиције N. аromaticivorans-ом у поређењу 























































































































































Графикон 4. Делеција Lgals3 смањује проценат инфламацијских NK и NKT ћелија у јетрама 
инфицираних мишица. Мононуклеари су екстраховани из јетри, осме недеље након апликације N. 
аromaticivorans-а, и употребом проточне цитометрије анализирана је експресија IFN-γ и IL-17 у NK и NKT 
ћелијама (A) Проценти IL-17 и IFN-γ позитивних ћелија у оквиру популација NK и NKT ћелија. Вредности 
су приказане као средња вредност + SE, 8 мишева/групи. **p < 0.005; *p < 0.05. Статистичка значајност 
разлике је утврђена Student-овим t тестом. (B) Репрезентативни плотови и хистограми приказују експресију 






4.4. Дефицијенција галектина-3 значајно редукује експресију 
компоненте инфламазома NLRP3, продукцију IL-1β и активност каспазе-
1 у перитонеалним макрофагима стимулисаних бактеријом N. 
aromaticivorans in vitro  
 
Пошто је раније показано да инфекција бактеријом N. aromaticivorans повећава експресију 
NLRP3 компоненте инфламазома у јетри и да је проценатуална заступљеност DC у којима 
се региструје NLRP3 значајно већи и у јетрама и слезинама WT мишева поредећи их са 
групом инфицираних Lgals3
-/- 
мишева, три дана по инфекцији бактеријом N. 
aromaticivorans (251) у даљем раду је детаљније испитиван утицај галектина-3 на 
активацију инфламазома бактеријом N. aromaticivorans. Перитонеални макрофаги 
изоловани из нетретираних WT и Lgals3
-/-
 мишева су in vitro стимулисани бактеријом у 
току седам дана након чега је имунофлуоресценцом анализирана експресија NLRP3 као и 
IL-1β. Као што се види на Слици 7 стимулација бактеријом N. aromaticivorans повећава 
експресију NLRP3 само у WT макрофагима. У макрофагима изолованим из Lgals3
-/-
 
мишева се након стимулације бактеријом не уочава повећање експресије NLRP3 у 
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поређењу са нестимулисаним макрофагима (гајеним у медијуму без бактерија). Слично, 
пораст експресије IL-1β у макрофагима стимулисаним N. aromaticivorans у поређењу са 
макрофагима гајеним само у медијуму, се уочава само у WT макрофагима (Слика 7Б). 
Експресија IL-1β у Lgals3
-/-
 макрофагима стимулисаним бактеријом је слична као и у 
нестимулисаним WT и Lgals3
-/-



































Слика 7. Експресија компоненте инфламазома NLRP3 и IL-β се након in vitro стимулације бактеријом 
Novosphyngobium aromaticivorans не повећава у перитонеалним макрофагима добијеним из галектин-3 
дефицијентних мишева. Имунофлуоресценца, F4/80 (црвено) NLRP3 инфаламозома (А), или IL-1 (Б) (зелено) ДНК 
обојена DAPI-јем (плаво), перитонеалних макрофага изолованих из WT (горња два панела) и Lgals3-/- (доња два панела) 






















Како је имунофлуоресценцом уочена повећана експресија NLRP3 и IL-1β, након 
стимулације бактеријом N. aromaticivorans, само у макрофагима изолованим из WT 
мишева наредни експерименти су урађени да би се утврдио значај галектина-3 у 
активацији инфламазома бактеријом N. aromaticivorans и стимулацији инфламације.  
Активација инфламозома за последицу има конверзију про-каспазе-1 у активни облик 
каспазе-1 која катализује реакцију добијања активне форме IL-1β и IL-18 (253) па је зато 
анализирана активност каспазе-1 у лизатима перитонеалних макрофага WT и Lgals3
-/- 
мишева стимулисаних бактеријом. Активност каспазе-1 је статистички значајно већа у 
популацији перитонеалних макрофага WT мишева in vitro стимулисаних бактеријом N. 
aromaticivorans у поређењу са Lgals3
-/-
 макрофагима стимулисаних на исти начин 






Графикон 5. Галектин-3 је неопходан за активацију каспазе-1 у макрофагима стимулисаним бактеријом 
Novosphyngobium aromaticivorans Перитонеални макрофаги изоловани из нетретианих WT и Lgals3-/- мишева (1× 106 
ћелија/отвор), су инкубирани 24 сата само у медијуму, или у присуству бактерије N. aromaticivorans (1× 107 
бактерија/отвор) у плочама са 6 отвора. Активност каспазе-1 у лизатима третираних ћелија је одређена коришћењем 
Caspase-1 Colorimetric Kit-а (R&D Systems). Приказана је средња вредност очитане оптичке густине + SD која је 
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Да би се потврдио значај галектина-3 за активисање инфламазома бактеријом N. 
aromaticivorans, макрофаги изоловани из Lgals3
-/-
 и WT су стимулисани бактеријом (однос 
ћелија/бактерија 1:10) у присустви инхибитора каспазе-1 Z-YVAD-FMK у концентрацији 
10µmol/L након чега је у њима проточном цитометријом анализирана експресија NLRP3 и 
IL-1β чија се активна форма добија тек након активације инфламозома и каспазе-1. 
Контролне ћелије су стимулисане само бактеријом без присуства инхбитора. Проценат 
макрофага (F4/80
+
) који исказују NLRP3 и IL-1β (Графикон 6) су статистички значајно 
већи у популацији перитонеалних макрофага WT мишева in vitro стимулисаних 
бактеријом N. aromaticivorans у поређењу са Lgals3
-/-
 макрофагима стимулисаних на исти 
начин. Нема повећања процента NLRP3 и IL-1β позитивних макрофага у групи ћелија 
изолованих из WT мишева и стимулисаних бактеријом у присуству инхибитора каспазе-1 
(Графикон 6). 
Налаз значајно веће продукције IL-1β и IL-6 у перитонеалним макрофагима изолованим из 
WT мишева ноге у онима изолованим из Lgals3
-/-
 мишева, након стимулације N. 
аromaticivorans-ом, (Графикон 7) потврђује различит одговор WT и Lgals3
-/-
 ћелија на in 
vitro стимулацију бактеријом N. aromaticivorans. Није детектована статистички значајна 
разлика у продукцији IL-1β између група Lgals3
-/-
 и WT макрофага гајених само у 
медијуму без додавања бактерија (Графикон 7). Међутим, показано је да додавање 
инхибитора каспазе-1, Z-YVAD-FMK (10 µmol/L) у културу WT макрофага стимулисаних 
бактеријом N. aromaticivorans значајно редукује продукцију IL-1β, а не утиче на 
продукцију IL-6 у WT макрофагима стимулисаним бактеријом (Графикон 7). Овај налаз 
указује да је галектин-3 неопходан за активацију инфламозома и каспазе-1, као и 



















Графикон 6. Галектин-3 дефицијентни перитонеални макрофаги стимулисани бактеријом Novosphyngobium 
aromaticivorans имају мању експресију компоненте инфламазома- NLRP3 и IL-β. Перитонеални макрофаги 
изоловани из нетретианих WT и Lgals3-/- мишева (1 × 106 ћелија/отвор), су инкубирани 24 сата у присуству бактерије N. 
aromaticivorans (1 × 107 бактерија/отвор) са или без додатка инхибитора каспазе-1 Z-YVAD (10mmol/L). Експресија 
NLRP3 и IL-1β је анализирана проточном цитометријом и приказана је средња вредност процента F4/80+ NLRP3+ и 
F4/80+IL-1β+ макрофага + SD зa 5 мишева по групи , **p < 0.005; *p < 0.05. Статистичка сигнификантност је одређивана 

















































Графикон 7. Галектин-3 је неопходан за продукцију IL-β у макрофагима стимулисаним бактеријом 
Novosphyngobium aromaticivorans. Перитонеални макрофаги изоловани из нетретианих WT и Lgals3-/- мишева (1 × 106 
ћелија/отвор), су инкубирани 24 сата у присуству бактерије N. aromaticivorans (1 × 107 бактерија/отвор) са или без 
додатка инхибитора каспазе-1 Z-YVAD (10 mmol/L). Продукција IL-1β и IL-6 у супернатантима културе макрофага је 
анализирана ELISA методом и приказана је средња вредност концентрације IL-1β и IL-6 + SD зa 5 мишева по групи , **p 
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4.5. GM-CT-01 сигнификантно смањује оштећење малих билијарних 
канала и фиброзу јетре у моделу РВС изазваном инфекцијом N. 
aromaticivorans-ом 
 
Значај галектина-3 у индукцији примарног билијарног холангитиса изазваног инфекцијом 
бактеријом Novosphingobium aromaticivorans и развоју оштећења билијарних каналића и 
фиброзе јетре је потврђен експериментима у којима је WT мишевима од почетка 
индукције болести апликован и инхибитар галектина-3 (GM-CT-01) и показано је да 
оваква примена инхибитора галектина-3 значајно редукује хистолошке и серумске 
параметре РВС (251). И 24 недеље после инфекције бактеријом у јетрама мишева 
третираних инхибитором галектина-3 више нема оштећења билијарних каналића и 
фиброзе (251). У јетрама таквих мишева се по истеку 24 недеље од инфицирања, уочавају 
само грануломи, за разлику од јетри WT мишева у којима се 24 недеље после инфекције 
задржава перибилијарна инфилтрација и облиреација каналића уз присуство гранулома у 
паренхиму (251).  
Концентрације AST и ALT у серумима тако претираних мишева су значајно мање него 
концентрације истих трансаминаза измерених у серумима нетретираних WT мишева 4 
недеље након инфицирања(251).  
Да апликовање GM-CT-01 у почетку индукције болести значајно смањује оштећење јетре 
показано је и Рicrosirius red бојењем (које указује на присуство колагенских влакана, 
фиброзе) исечака јетри добијених три месеца после инфекције бактеријом N. 
aromaticivorans. Овим специфичним бојењем је потврђено присуство фиброзе у јетри WT 
мишева 12 недеља после инфекције бактеријом (Слика 6). Занемарљива депозиција 
колагена детектована је и у јетри Lgals3
-/-
 и WT мишева третираних инхибитором 
галектина-3, три месеца после инфекције N. aromaticivorans. Проценат ткива јетре 
захваћеног фиброзом је статистички значјано већи у јетрама инфицираних WT мишева 
него у инфицираних Lgals3
-/-












Слика 8. Инхбитор галектина-3 смањује депоновање колагена у јетре инфицираних мишева. Picro-sirius red 
бојење исечака јетре WT (први ред), Lgals3-/- (други ред) и WT (трећи ред) мишева третираних инхибитором галектина-

















Графикон 8. Инхибитор галектина-3 значајно смањује проценат ткива јетре захваћен фиброзом у моделу РВС 
изазваном инфекцијом N. aromaticivorans. Приказана су средња вредност+ SЕ процената (6 мишева у групи) ткива 
захваћеног фиброзом израчуната анализом исечака јетри 3 месеца после инфекције, третираних методом Picrosirius red у 




Такође је у јетрама инфицираних Lgals3
-/-
 и WT мишева третираних инхибитором 
галектина-3 уочена статистички значајно мања експресија про-фибротског молекула, α-
SMC, и про-колагена у поређењу са групом инфицираних WT мишева (Графикон 9). Мања 
експресија про-фибротског молекула α-SMC је забалежена и у јетрама инфицираних 
Lgals3
-/-
 и WT мишева третираних инхибитором галектина-3, али ова разлика у односу на 
групу инфицираних WT мишева није достигла статистичку значајност (Графикон 9). Нема 
статистички значајне разлике у експресији про-фибротских молекула између 
инфицираних Lgals3
-/-































Графикон 9. Инхибитор галектина-3 значајно смањује експресију проколагена у ткивима јетри мишева 
инфицираних N. aromaticivorans. Експресија проколагена и α-SMC у ткиву јетре одређена је real-time qRT-PCR 
методом 15 недеља после инфекције бактеријом (7 мишева у групи). Приказане су средње вредности + SЕ. Значајност 





С обзиром да је показано да неки од инхибитора галектина-3 редукују фиброзу и да су у 
фази клиничког испитивања као потенцијални лекови за терапију идиопатске фиброзе 
плућа (225, 226) даље смо желели да испитамо потенцијални терапијски ефекат GM-CT-01 
у моделу РВС изазваном бактеријом. Пошто је показано да C57BL/6 мишеви већ од осме 
недеље након инфекције развију фиброзу (251), једној групи инфицираних C57BL/6 wild 
type мишева је од девете недеље интрапериотеално апликован GM-CT-01 у дози од 300μg 
три пута недељно у току четрири недеље. Након четири недеље примене GM-CT-01-а 
мишеви су жртвовани и анализирани су хистолошки и биохемијски параметри болести.  
Као што се види на Слици 9 примена GM-CT-01 након развоја РВС показује значајни 
терапијски ефекат. У јетрама C57BL/6 wild type мишева трeтираних GM-CT-01-ом уочава 































































(р<0.005), некроза (р<0.05) и хеморагије у паренхиму (р<0.001) у поређењу са групом 
нетретираних мишева (Графикон 10). GM-CT-01 смањује и инфилтрацију у паренхиму 
јетри инфицираних мишева, али међу групама ипак нема статистички значајне разлике у 
вредности хистолошког скора за инфилтрате у паренхиму (Графикон 10). Терапијска 

































Слика 9. Терапијска примена GM-CT-01 смањује оштећење јетре инфицираних мишева. Репрезентативни исечци 
ткива јетри нетретираних WT и WT мишева третираних GM-CT-01 12 недеља по инфекцији бактеријом N. 
aromaticivorans обојени техником хематоксилин-еозин, стрелице означавају: жуте: инфилтрат билијарних каналића; 
црвене: облитерисане жучне каналиће; наранџасте: периваскуларни инфилтрат; зелене: хеморагије; љубичасте: некрозу. 
 






Графикон 10. GM-CT-01 смањује оштећење билијарних каналића и фиброзу изазване бактеријом. Ткиво јетри WT 
мишева којима је апликован GM-CT-01 од девете недеље после инфицирања бактеријом N. Aromaticivorans изоловано 12 
недеља после прве дозе бактеријских ћелија, као и ткиво јетре C57BL/6 WT само инфицирнаих бактеријом, 12 недеља 
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хистолошких скорова за параметре инфламације, фиброзе, некрозе, хеморагије + SЕ. Значајност је утврђена Student-овим 
t тестом, *р<0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001. 
 
Смањење фиброзе јетри у групи C57BL/6 wild type мишева после терапијске примене 
инхибитора галектина-3, GM-CT-01, је потврђено и бојењем исечака јетре Picrosirius red 
техником (Слика 10). У исечцима јетри мишева C57BL/6 wild type мишева 12 недеља 
после бактеријске инфекције уочавају се поља фиброзе око билијарних каналића, док се у 







Слика 10. Репрезентативни примери исечака јетри мишева C57BL/6 WT и C57BL/6 WT мишева третираних GM-
CT-01 12 недеља по инфекцији бактеријом N. aromaticivorans обојених техником Picrosirius red.  
 
 
Терапијска примена GM-CT-01 смањује и биохемијске параметре РВС. У серумима 
мишева третираних инхибитором галектина-3, GM-CT-01, од девете до дванаесте недење 
по инфекцији бактеријом N. aromaticivorans је статистички значајно мања концентрација 
алклане фосфатазе (Графикон 11). 
 
 








Графикон 11. GM-CT-01 смањује концентрацију ALP у серуму мишвеа којима је инфекцијом бактеријом N. 
aromaticivorans индукован РВС. Концентрацијe ALР у сeруму 12 недеља после инфекције бактеријом представљене су 
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4.6. Инхибитор галектина-3 значајно смањује активацију DC бактеријом 
N. aromaticivorans  
 
Дендритске ћелије учествују у презентацији антигена, активацији аутореактивних Т 
лимфоцита и NKT ћелија (254) и појачавају активност NK ћелија (255). У том смислу је 
проточном цитометријом анализирана заступљеност CD11c+, мијелоидних 
(CD11c+CD11b+) и CD11c+CD1d+ DC у јетрама Lgals3
-/-
 и WT мишева у различитим 
периодима после инфекције бактеријом Novosphingobium aromaticivorans. Показан је 
статистички значајно мањи проценат CD11c+, CD11c+CD11b+ и CD11c+CD1d+ DC у 
јетрама Lgals3
-/-
 мишева него у јетрама WT мишева, по истеку четврте недеље од 
апликације бактерије (251). Сем тога, у истом периоду регистрован је и сигнификантно 
већи проценат активираних, CD86 позитивних, CD11c+, CD11c+CD11b+ и CD11c+CD1d+ 
DC у јетрама WT мишева у потређењу са процентом ових ћелија у јетрама Lgals3
-/-
 
мишева (251). Регистрован је и статистички значајно мањи проценат мијелоидних DC које 
исказују TNF-α, IL-12 и IL-6 и DC које презентују липидне антигене, CD11c+CD1d+, у 
јетрама Lgals3
-/- 
мишева у поређењу са јетрама WT мишевима (251).  
Имајући у виду чињеницу да није познато да ли имунски одговор на N. аromaticivorans, 
који за последицу има развој болести сличне примарном билијарном холангитису, 
започиње у јетри или слезини као и уочену способност N. aromaticivorans да директно 
активира дендритске ћелије, анализиран је фенотип DC из слезина и јетре у раном току 
инфекције Lgals3
-/- 
и WT мишева, па је тако нађено да је трећег дана инфекције проценат 
активираних CD11c+CD86+, CD11c+MHCII+ и инфламацијских IL-12+ DC статистички 
значајно мањи и у јетрама и у слезинама Lgals3
-/- 
мишева у поређењу са WT мишевима 
(251). Поред тога је у јетрама WT мишева уочен сигнификантно повећан % CD86+ и 
инфламацијских IL-1β+ DC (251).  
Анализа DC екстрахованих из слезина нетретираних мишева стимулисаних in vitro N. 
аromaticivorans-ом показана је значајно већа активација DC из WT мишева него из Lgals3
-
/- 
мишева (251). Већа експресија маркера активације CD86, цитокина IL-12, IL-4 и NLRP3 
компоненте инфламазома забележена је у ћелијама изолованим из WT мишева и 
стимулисаних in vitro бактеријом N. aromaticivorans у поређењу са DC изолованим из 
Lgals3
-/- 
мишева (251).  
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Пошто смо показали да примена инхибитора галектина-3 од почетка индукције болести, 
значајно ублажава примарни билијарни холангитис (Слика 8; Графикони 8, 9; (251)) као и 
да смањује активацију инфламазома у макрофагима јетре рано по бактеријској инфекцији 
и имајући у виду значајно слабију активацију DC Lgals3
-/- 
мишева бактеријом N. 
aromaticivorans даље смо анализирали утицај инхибитора галектина-3 на активацију DC 
бактеријом in vitro. Дендритске ћелије изоловане из слезина C57BL/6 wild type мишева су 
in vitro излагане бактерији N. aromaticivorans са или без додатка инхибитора галектина-3. 
Након двадесетчетворочасовне инкубације проточном цитомеријом је у стимулисаним 
дендритским ћелијама анализирана експресија маркера активације и цитокина. Као што се 
види на Графикону 12 стимулација DC бактеријом in vitro активира ове ћелије, значајно 
већи проценат DC стимулисаних бактеријом експримира маркере активације CD40 и CD86 
у поређењу са ћелијама гајеним само у медијуму. Али нема повећања процента CD40 и 
CD86 позитивних DC уколико су стимулисане бактеријом у присуству инхибитора 
галектина-3 (Графикон 12). Проценат DC (CD40+ и CD86+) је значајно мањи у културама 
којима је додат инхибитор у поређењу са процентом ових ћелија стимулисаних бактеријом 






















Графикон 12. Инхибитор галектина-3 смањује активацију DC стимулисаних бактеријом in vitro. 
Дендритске ћелије су изоловане из слезина нетретираних C57BL/6 wild type мишева магнетном сепарацијом 
и in vitro стимулисане бактеријом N. aromaticivorans (однос 1:10) у току 24 сата у присуству GM-CT-01 (100 
μM), контролне ћелије су стимулисане само бактеријом. Након инкубације је проточном цитометријом 
анализирана експресија маркера активације CD40 и CD86. Приказане су средње вредности + SD процента 
CD40 и CD86 позитивних DC (по 5 мишева у групи). Значајност је утврђена Student-овим t тестом. 
***p < 0.0001; **p < 0.005; *p < 0.05. 
 
 
Показано је и да се у дендритским ћелијама C57BL/6 wild type мишева након in vitro 
стимулације бактеријом N. aromaticivorans повећава експресија цитокина IL-1β, IL-12 и 
IL-4 (Графикон 13). Слично разлици у проценту активираних DC стимулисаних in vitro 
бактеријом и проценат DC које експримирају IL-1β (р<0.005), IL-12 (р<0.05) и IL-4 
(р<0.001) је статистички значајно мањи уколико су ћелије у току излагања бактерији 
третиране и инхибитором галектина-3 у поређењу са ћелијама које нису третиране 



















































Графикон 13. Инхибитор галектина-3 смањује експресију IL-1β, IL-4 и р40 (IL-12/IL-23) и у DC 
стимулисаним бактеријом in vitro. Дендритске ћелије су изоловане магнетном сепарацијом из слезина 
нетретираних C57BL/6 wild type мишева и in vitro стимулисане бактеријом N. aromaticivorans (однос 1:10) у 
току 24 сата у присуству GM-CT-01 (100 μM), контролне ћелије су стимулисане само бактеријом. Након 
инкубације је проточном цитометријом анализирана експресија цитокина IL-1β, p40 (IL-12/IL23) и IL-4. 
Приказане су средње вредности + SD процента IL-1β, IL-12 и IL-4 позитивних DC (по 5 мишева у групи). 

























































4.7. Инхибитор галектина-3 значајно редукује инфлукс Т1, Т2 и Т17 
лимфоцита у јетре инфицираних мишева 
 
Како је показано да јетре галектин-3 дефицијентних мишева који развијају значајно 
слабији облик примарног билијарног холангитиса 8 недеља по инфекцији бактеријим N. 
aromaticivorans садрже значајно мањи проценат IL-17 позитивних CD4+ и CD8+ ћелија 
(Слика 3, 251) у даљем току су анализиран ефекти инхибиције на на проценте 
запаљенских и антизапаљенских лимфоцита у јетри 4 недеље после инфекције бактеријом. 
Инфекција мишева N. аromaticivorans-ом није статистички значајно утицала на повећање 
ни процента ни апсолутног броја популација анализираних лимфоцита у групи Lgals3
-/-
 и 
WT мишева којима је апликван GM-CT-01 што је поређено са мишевима који нису 
примали инхибитор (Табела 1). У групи Lgals3
-/-
 мишева третираних бактеријом је уочено 
повећање броја инфламацијских CD4+ ћелија у односу на групу Lgals3
-/-
 нетретираних 
мишева али без статистичке значајности, док се ни овај минимална пораст броја 
инфламацијских ћелија није уочио у групи WT мишева третираних инхибитором у односу 
на групу нетретираних WT мишева (Табела 1). Статистички значајно већи проценат CD4 и 
CD8 ћелија позитивних на Tbet, RORγt и IL-17, као и CD4+IFN-γ+ ћелија, четири недеље 
после инфекције N. Аromaticivorans-ом забележен је у јетрама WT мишева у поређењу су 
процентом наведених ћелија у јетрама Lgals3
-/-
 и WT мишева третираних инхибитором 
галектина-3 (Табела 1). Апсолутни бројеви CD4 и CD8 позитивних на факторе 
транскрипције и цитокине карактеристичне за: тип 1 (Tbet и IFN-γ), тип 17 (RORγt и IL-17) 
и тип 2 (GATA3, IL-4, IL5 и IL-13), осим CD8+IL-5+ ћелија, је статистички значајно већи у 
јетрама инфицираних WT него у инфицираних Lgals3
-/-
 и WT мишева којима је апликован 
инхибитор (Taбела 1). Није детектован пораст апсолутног броја испитиваних популација у 
јетрама Lgals3
-/-
 и WT којима је даван инхибитор после инфицирања бактеријом него у 
контролним групама. Међу испитиваним групама нема разлике у проценту и апсолутном 











Табела 1. Фенотипске разлике CD4+ и CD8+ лимфоцита присутних у јетрама WT, Lgals3-/- и WT мишева који су 
примали инхибитор, GM-CT-01, у четвртој недељи након индукције болести. Мононуклеарне ћелије су изоловане 
из јетри нетретираних као и мишева 4 недеље после инфекције и анализиране су наведене популације CD4+ и CD8+ 
ћелија проточном цитометријом. Вредности процента и апсолутног броја испитиваних популација су приказане као 
средње вредности ± SD, * значајност разлике (p<0.05) WT N. aro vs. Lgasl3-/- N. aro и WT N. aro GM-CT-01; ** 
значајност разлике (p<0.005) WT N. aro vs. Lgasl3-/- N. aro и WT N. aro GM-CT-01; *** значајност разлике (p<0.001) WT 








 ПРОЦЕНТИ АПСОЛУТНИ БРОЈ X 104 























WT N. aro 
Gal-3 inh 
(n=8) 
CD4+Tbet+ 1,19±0,76 2,05±0,51 8,16±2,42* 3,41±0,75 2,68±0,49 6,64±4,91 9,20±2,00 96,27±38,84** 17,51±8,17 8,53±4,55 
CD4+IFN-γ+ 0,82±0,53 0,77±0,63 5,49±1,88* 1,74±0,96 0,92±0,62 4,53±3,02 3,42±2,92 62,68±22,68** 8,65±5,05 3,18±2,94 
CD8+Tbet+ 0,51±0,22 1,09±0,15 4,05±0,82* 1,23±0,24 1,89±0,80 2,77±1,38 5,01±1,18 46,47±10,58* 6,40±3,08 5,40±2,34 
CD8+IFN-γ+ 1,10±0,88 0,99±0,96 3,41±1,68 1,76±1,06 1,15±0,89 5,99±4,88 4,29±4,27 39,59±21,08* 8,69±5,46 3,99±4,22 
CD4+RORγt+ 1,48±0,57 1,39±0,48 3,49±0,62* 2,08±0,33 1,92±0,65 8,33±4,39 6,66±2,91 41,69±11,09* 18,44±3,18 6,77±4,5 
CD4+IL-17+ 1,09±0,81 1,70±0,87 7,14±2,08* 2,65±0,55 1,42±0,46 6,06±5,13 7,88±4,43 82,36±21,57*** 11,15±4,39 4,74±3,01 
CD8+RORγt+ 1,07±0,29 0,82±0,23 2,57±0,34** 1,46±0,23 0,96±0,29 6,00±2,55 3,74±1,20 30,05±1,94** 12,94±2,35 3,10±1,34 
CD8+IL-17+ 1,24±0,55 1,73±0,70 5,01±1,31* 1,52±0,49 1,76±0,31 7,00±3,84 8,04±3,60 58,24±21,19** 7,96±4,74 5,67±2,99 
CD4+GATA3+ 1,33±0,41 1,65±0,64 2,66±0,81 1,89±0,48 1,54±0,55 7,41±3,27 7,16±1,39 31,42±13,22* 9,93±5,50 4,54±1,78 
CD4+IL-4+ 1,24±0,71 1,66±0,40 3,17±0,87 1,66±0,57 1,89±0,71 7,10±4,75 7,83±2,73 36,71±11,72* 8,29±3,55 6,02±3,30 
CD4+IL-5+ 1,08±0,94 1,26±1,48 4,15±2,17 1,24±0,73 1,21±0,86 6,96±6,90 6,02±7,52 49,63±32,17* 5,51±2,58 4,31±3,92 
CD4+IL-13+ 1,08±0,94 1,69±0,63 3,38±0,88 1,73±0,55 1,49±0,62 6,07±3,68 7,99±3,56 38,81±12,04* 8,75±4,50 4,90±3,27 
CD8+GATA3+ 0,87±0,49 0,85±0,47 1,06±0,37 0,69±0,18 0,84±0,27 4,74±2,97 3,89±2,45 12,15±4,38* 3,56±1,96 2,50±1,05 
CD8+IL-4+ 0,65±0,32 0,98±0,59 1,19±0,36 0,61±0,28 0,80±0,34 3,68±2,18 4,63±2,79 13,45±3,25* 3,18±2,07 2,50±1,40 
CD8+IL-5+ 0,36±0,40 0,46±0,77 0,77±0,96 0,31±0,31 0,48±0,53 2,41±2,97 2,23±3,88 9,65±12,94 1,27±1,19 1,74±2,06 
CD8+IL-13+ 0,83±0,27 1,04±0,33 1,89±0,36 0,96±0,36 1,00±0,16 4,72±2,12 4,99±2,26 21,98±6,22* 4,89±2,59 2,60±1,90 
CD4+Foxp3+ 1,04±0,72 1,82±1,48 1,96±0,64 1,61±1,16 1,88±1,35 6,15±4,94 8,69±8,83 23,23±7,72 12,71±5,74 6,22±4,74 
CD4+IL-10+ 1,30±0,81 2,47±0,50 1,91±1,51 0,89±0,65 1,36±1,56 7,68±5,37 11,12±2,19 22,14±17,84 4,17±3,26 5,14±6,72 
CD8+Foxp3+ 0,35±0,31 0,69±1,07 0,65±0,58 0,55±0,77 0,71±1,00 2,13±2,06 3,34±5,39 7,30±6,09 4,14±3,49 2,10±2,89 




4.8. Експресија компоненте инфламазома NLRP3 и инфламацијског 
цитокина IL-1β је мања у јетрама инфицираних Lgals3
-/-
 и WT мишева 
третираних GM-CT-01-ом  
 
Показано је да је Gal-3 апсолутно незаобилазан у активацији инфламазома макрофага у 
условима in vitro стимулације N. аromaticivorans-ом, да у галектин-3 дефицијентним 
макрофагима након стимуалције бактеријом нема повећања експресије NLRP3 компоненте 
инфламазома, нема активације каспазе-1, ни повећане продукције IL-1β (Слика 7, 
Графикони 5-7). Да би се потврдио овакав ефекат галектина-3 на активацију инфламазома 
бактеријом и in vivo, анализирана је екпресија компоненте инфламазома NLRP3 и 
продукција IL-1β, цитокина чија продукција директно зависи од активације инфламазома, 
у инфилтратима јетри нетретираних WT, Lgals3
-/-
 и WT мишева третираних инхибитором 
галектина-3, седам дана после инфицирања бактеријом N. aromaticivorans. 
Имунохистохемијском анализом исечака јетри 7 дана после бактеријске инфекције 
показана је већа експресија NLRP3 у инфилтратима јетри инфицираних WT мишева у 
поређењу са инфицираним Lgals3
-/-
 и WT мишевима третираним инхибитором галектина-3 
(Слика 11). Проценат NLRP3 позитивне површине у инфилтратима јетре је сигнификантно 
већи у групи инфицираних WT него у инфицираним Lgals3
-/-
 и WT мишевима третираним 



















Слика 11. Експресија NLRP3 и у јетри WT, Lgals3-/- и WT мишева третираних инхибитором галектина-3, седам 
дана посоле инфицирања. Приказани су репрезентативни исечци експресије NLRP3 у инфилтратима јетри WT, Lgals3-/- 
и WT мишева третираних инхибитором галектина-3 7 дана након инфекције бактеријом N. aromaticivorans. NLRP3 








Графикон 14. Примена GM-CT-01 сигнификантно умањује проценат ћелија које су позитивне на NLRP3 у 
инфилтратима јетри. Седам дана после инфицирања WT, Lgals3−/−и WT мишева третираних инхибитором галектина-3 
(7 мишева по групи) израчунат проценат NLRP3 позитивних ћелија у инфилтратима јетри анализом у ImageJ програму 
исечака јетре обојених имунохистохемијском методом. Приказане су средње вредности + SE. Значајност је утврђена 























































Такође, забележена је експресија IL-1β у инфилтратима јетри WT мишева док у 
инфилтартима јетри инфицираних Lgals3
-/-
 и WT мишевима третираних инхибитором 
галектина-3 готово да нема IL-1β позитивних ћелија (Слика 12). Квантитативном анализом 
исечака јетре је показано да је проценат IL-1β–позитивне површине у инфилтратима јетри 
инфицираних WT мишева статистички значајно већи у поређењу са групама инфицираних 
Lgals3
-/-








Слика 12. Експресија IL-1β у јетри WT, Lgals3-/- и WT мишева третираних инхибитором галектина-3, седам дана 
посоле инфицирања. Приказани су репрезентативни исечци експресије IL-1β у инфилтратима јетри WT и WT, Lgals3-/- 
и WT мишева третираних инхибитором галектина-3 7 дана након инфекције бактеријом N. aromaticivorans. IL-1β 



















Графикон 15. Примена GM-CT-01 сигнификантно умањује проценат IL-1β позитивних ћелија које инфилтришу 
јетру. Седам дана после инфицирања WT, Lgals3−/− и мишева третираних инхибитором галектина-3 (7 мишева по 
групи) израчунат проценат IL-1β позитивних ћелија у инфилтратима јетри анализом у ImageJ програму исечака јетре 




Поред тога, анализом, проточном цитомeтријом, мононуклеарних ћелија изолованих из 
јетри 7 дана после инфекције бактеријом, забележен је и статистички значајно већи 
проценат F4/80+ макрофага који експримирају NLRP3, IL-1β и IL-18 међу 
мононуклеарним ћелијама изолованим из јетри инфицираних WT мишева у поређењу са 
ћелијама изолованим из јетри инфицираних Lgals3
-/-
 и WT мишева третираних 





























































Графикон 16. Примена GM-CT-01 сигнификантно умањује проценат NLRP3, IL-1β и IL-18 позитивнх макрофага 
у јетрама. Седам дана после инфицирања WT, Lgals3−/− и мишева третираних инхибитором галектина-3 (7 мишева по 
групи) проточном цитометријом је одређен проценат F4/80 макрофага који експримирају и NLRP3, IL-1β и IL-18. 
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Даље, статистички значајно већа продукција IL-1β у јетрама инфицираних WT мишева 
него у инфицираних Lgals3
-/-
 и WT мишева који су примали инхибитор GM-CT-01, као и у 
поређењу са контролним нетретретираним мишевима, је потврђена ELISA анализом 
хомогената ткива јетри добијених седмог дана после инфицирања бактеријом N. 







Графикон 17. Инхибитор галектина-3 значајно смањује продкцију IL-1β у јетри. Седам дана после инфицирања 
WT, Lgals3−/− и WT мишева третираних инхибитором галектина-3 (7 мишева по групи) у ткивном хомогенату јетри су 
ELISA методом одређене концентрације IL-1β. Приказане су средње вредности + SD. Значајност је утврђена Student-
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4.9. GM-CT-01 смањује и продукцију галектина-3 у јетри мишева 
инфицираних бактеријом N. aromaticivorans  
 
Познато да различита патолошка стања утичу на повећање експресије галектина-3 у јетри. 
Како би се испитало да ли инхибитор галектина-3 утиче и на продукцију галектина-3 у 
јетри имунохистохемијском методом је анализирана експресија галектина-3 у јетрама 7 





као и инфицираних Lgals3
-/- 
мишева није детектован галектин-3, али је 
значајно повећање експресије детектовано у мононуклеарним инфилтратима у јетри WT 
мишева 7 дана после инфекције N. aromaticivorans (Слика 13). У јетрама инфицираних WT 
мишева третираних инхибитором галектина-3 детектована је занемарљива екпресија 







Слика 8. Експресија галектина-3 у јетрама нетретираних и WT и Lgals3-/- мишева и WT, Lgals3-/- и WT мишева 
третираних инхибитором галектина-3, седам дана после инфекције бактеријом N. aromaticivorans.  
 
 
Како би се потврдило смањење експресије галектина-3 после примене инхибитора, ELISA 
методом су анализиране концентрације галектина-3 у супернатантима култура спленоцита 
стимулисаних липополисахаридом са и без инхибитора галектина-3. Третирање мишјих 
спленоцита инхибитором галектина-3 пре стимулације липополисахаридом статистички 













Графикон 18. Инхибитор галектина-3 значајно смањује продукцију галектина-3 у у култури спленоцита 
третираних липолисахаридом. Концентрација галектина-3 у супернатанту културе спленоцита добијених из 
нетретираних WT мишева, стимулисане in vitro LPS-ом (1µg/ML) 24 сата; третиране инхибитором галектина-3 у току 2 







































Досадашње студије у којима су испитивани ефекти Gal-3 у патогенези PBC-а су 
документовале различите, супротне улоге овог молекула у развоју РВС-а. У два модела 
РВС у којима нема јаке стимулације имунског система адјувансима већ се имунски 
одговор на аутоантиген активира бактеријама које могу да буду, или јесу део нормалне 
микрофлоре, показана је инфламацијска улога галектина-3 (241, 242). У нашој ранијој 
студији (251) је показано да галектин-3 делује проинфламацијски у патогенези РВС 
изазваног инфекцијом бактеријом N. aromaticivorans и да јетре Lgals3
-/-
 мишева који 
развију болест садрже већи проценат DC које експримирају компоненту инфламазома 
NLRP3.  
У овој студији је детаљније испитана улога галектина-3 у активацији инфламазома током 
инфекције бактеријом N. aromaticivorans као и потенцијални терапијски ефекат 





 и фармаколошка инхибиција галектина-3 
ублажавају манифестације примарног билијарног холангитиса 
 
Резултати овог истраживања јасно показују да одсуство гена за галектин-3 код C57BL/6 
мишева значајно ублажава аутоимунски холангитис индукован инфекцијом бактеријом N. 
aromaticivorans. Слабије оштећење жучних каналића у групи Lgals3
-/-
 мишева 
инфицираних бактеријом N. aromaticivorans удружено је са смањењем биохемијских 
параметра болести, ослабљеним имунским одговором типа 17 у јетри и ослабљеном 
активацијом инфламазома у јетри и слезини.  
Показано је да фармаколошка инхибиција галектина-3 GM-CT-01-ом у периоду индукције 
болести значајно смањује тежину аутоимунског холангитиса. Поред тога показано је и да 
GM-CT-01 примењен терапијски значајно смањује оштећење жучних каналића и фиброзу 
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јетре. Примена GM-CT-01 у прве четири недеље од почетка индукције болести значајно 
смањује вредности имуноглобулина A класе специфичног за PDC-E2, концентрацију AST 
и ALT у серуму, експресију NLRP3 инфламазома у јетри, продукцију IL-1β (Графикони 
14-17; Слике 7 и 8) и инфлукс Т1, Т2 и Т17 ћелија у јетру 8 (Табела 1) и на концу фиброзу 
јетре (Слика 8; Графикони 8 и 9). А терапијски примењен GM-CT-01 смањује фиброзу и 
некрозу јетре, смањује оштећење билијарних каналића и биохемијске параметре 
примарног билијарног холангитиса (Слике 9 и 10; Графикони 10 и 11). 
Резултати недавног истраживања указују да GM-CT-01 своје ефекте у in vivo системима 
вероватно не остварује инхибицијом канонског места за везивања угљених хидрата (231) 
што је довело у питање селективност деловања овог инхибитора. Stegmayr и сарадници су 
тестовима индукције хемаглутинације којима се индиректно сазнаје о способности 
инхибиције галектина-3 показали да GM-CT-01 не инхибира галектин-3 (231). Даље, 
Miller је са сарадницима показао да GM-CT-01 примарно интерреагује са неканонским 
местом за везивање угљених хидрата на F-страни галектина-3 (228). Насупрот резултатима 
претходно наведених студија у којима је тестирано везивање GM-CT-01 и галектина у 
растворима методом флуоресцентне анизотропије и способност GM-CT-01 да инхибира 
хемаглутинацију, у неколико студија је показано да GM-CT-01 мења функцију ћелија 
третираних овим инхибитором in vitro као и да мења ток неколико инфламацијских 
болести. Показано је да третирање хуманих лимфоцита, који инфилтришу туморе (енгл. 
Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL) изолованих из асцитеса који су се развили услед 
захватања перитонеума тумором, инхибитором GM-CT-01 појачава цитотоксичност 
CD8+Т лимфоцита у оквиру популације TIL-а и повећава продукцију IFN-γ у овим 
ћелијама. Описани ефекат GM-CT-01 молекула на лимфоците који инфилтришу туморе је 
дозно завистан (228). Налази неколико студија указују да GM-CT-01 остварује 
имуномодулацијске ефекте in vivo у неколико различитих инфламацијских болести. У 
моделу масне јетре која није изазвана алкохолом и оштећењу јетре изазваном 
тиоацетамидом показано је да терапија GM-CT-01-ом смањује запаљенски инфилтрат и 
фиброзу јетре (256, 257). У моделу колитиса мишева изазиваног декстран натријум 
сулфатом примена мезенхимских матичних ћелија гајених у присуству GM-CT-01, 
смањује концентрацију галектина-3 у серуму (258), а примена GM-CT-01 мишевима у 
време индукције колитиса ублажава болест (259).  
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Налази ове студије о смањењу експресије галектина-3 у инфилтратама јетре мишева који 
су инфицирани бактеријом N. aromaticivorans и третирани инхибитором GM-CT-01 (Слика 
13) и смањене концентрације галектина-3 у супернатантима ћелијске културе in vitro 
третиране овим инхибитором (Графикон 18) указују да GM-CT-01, иако се не везује за 
канонско место за везивање угљених хидрата на молекулу галектина-3, инхибише 
експресију галектина-3.  
Мишји модел аутоимунског холангитиса изазваног инфекцијом N. aromaticivorans је у 
поређењу са болешћу изазваном ксенобиотицима, сличнији природном развоју примарног 
билијарног холангитиса код људи, јер је познато да микроорганизми који могу да буду део 
нормалне микрофлоре црева доприносе развоју спонтане инфламације жучних путева код 
мишева (260). N. aromaticivorans, свеприсутна α-протеобактерија која може да се детектује 
у слузници дигестивног тракта код људи, садржи конзервирани PDC-E2 епитоп, 
метаболише ксенобиотике и омета ентерохепатичку циркулацију жучних киселина (261). 
У овој студији смо показали да делеција Lgals3 атенуише PBC изазван бактеријом N. 
aromaticivorans тако што утиче на урођени и стечени имунски одговор. Ћелијски зид N. 
aromaticivorans садржи гликосфинголипиде који презентовани у склопу CD1d комплекса 
на DC активирају NKT ћелије (102). Цитокини које продукују активиране антиген 
презентујуће ћелије, као што су мијелоидне DC и Купферове ћелије, појачавају активацију 
NKT ћелија (262). Активиране NKT ћелије продукују цитокине који стимулишу даљу 
активацију DC и на тај начин имају критичну улогу у одржавању имуности на 
микроорганизме као што је N. aromaticivorans, али и у активирању аутореактивних 
помагачких Т лимфоцита (263). Присуство NKT и DC које експримирају CD1d се значајно 
повећава у јетрама особа оболелих од PBC (264, 265, 266). Наша студија је показала мању 
заступљеност NKT ћелија у јетри Lgals3
-/-
 мишева инфицираних бактеријом N. 
aromaticivorans, који скоро да и нису развили знаке PBC (Графикони 3 и 4).  
Кључне патолошке промене у јетри, карактеристичне за примарни билијарни холангитис: 
инфилтрација жучних каналића и стварање гранулома, који су раније показани у први пут 
описаном моделу холангитиса изазваном инфекцијом 1101 NOD мишева бактеријом N. 
aromaticivorans, детектовани су и у јетрама инфицираних C57BL/6 мишева (109). Са друге 
стране у јетрама Lgals3
-/-
 мишева уочена је само блага инфилтрација жучних канала без 





седам месеци после инфекције није уочен никакав патолошки налаз (Слика 2, Графикон 
2).  
Међутим, за разлику од налаза који су приказани у моделу болести изазване код 1101 
NOD мишева, у јетри C57BL/6 мишева инфицираних бактеријом N. aromaticivorans 
детектована је фиброза јетре како три (Слика 1, Графикон 1) тако и седам (Слика 3, 
Графикон 2) месеци после инфекције. У исечцима јетре су уочени значајни депозити 
влакана колагена (слике 1 и 3), као и повећана експресија колагена и α-SMC у ткиву јетре 
(Графикон 9). За развој фиброзе ткива неопходна је повећана продукција Th2 цитокина 
(267). Код NOD мишева је Th2 имунски одговор значајно атенуиран (268), док се код 
C57BL/6 WT мишева након различитих облика стимулације T лимфоцита увек поред 
Th1/Th17 цитокина продукују и Th2 цитокини, иако мање него код BALB/c мишева (269). 
Дендритске ћелије изоловане из WT мишева и потом in vitro стимулисанe N. 
аromaticivorans-ом у већем проценту експримирају IL-4 (Графикон 13)- цитокин 
неопходан за диференцијацију у Th2 ћелије. Такође, значајан прилив CD4+ и CD8+ ћелија 
које експримирају профибротске цитокине, IL-4 и IL-13, примећен је у јетрама WT 
мишева инфицирнаих бактеријом N. aromaticivorans (Табела 1). Значајна активација Th2 
имунског одговора изазвана инфекцијом бактеријом N. aromaticivorans и повећана 
продукција профибротских цитокина може да објасни налаз фиброзе јетре у моделу РВС 
изазваном овом бактеијском инфекцијом. Познато је да галектин-3 активира факторе који 
делују профибротски као што су FGF и TGF-β стимулишући уз то и стварање колагена у 
различитим експерименталним моделима болести и болестима (270). Дефицијенција или 
фармаколошка блокада галектина-3 праћена је редукцијом фиброзе бубрега (271), срца 
(272, 273), јетре (274, 275). У складу са овим налазима је и резултат ове студије у којој је 
показано скоро одсуство фиброзе у групи Lgals3
-/-
 мишева којима је РВС индукован 
инфекцијом бактеријом N. aromaticivorans. Поред тога детектована је и редукција фиброзе 
у јетрама WT мишева који су примали инхибитор GM-CT-01, и то и у групама третираним 
инхибитором од почетка индукције болести (Графикон 8) као и у групама мишева који су 
инхибитор примали од девете недеље након инфекције (Графикон 10, Слика 10). 
Редукција фиброзе јетре након третмана инхибитором галектина-3 је потврђена је налазом 
да третирање DC са GM-CT-01 током in vitro стимулиције N. аromaticivorans-ом, значајно 





 и фармаколошка инхибиција галектина-3 у јетри 
мишева инфицираних бактеријом N. aromaticivorans смањују 
заступљеност Т, NK и NKT ћелија које експримирају IL-17 
 
Иако се углавном сматра да је PBC аутоимунска болест посредована Th1 лимфоцитима, у 
литератури су присутни и налази који говоре у прилог значајне улоге Th17 ћелија у 
отпочињању и развоју болести. Тако је показано и значајно накупљање Th17 ћелија као и 
повећана експресија CCL20, хемокина који привлачи Th17 ћелије, у јетрама оболелих од 
примарног билијарног холангитиса (276). Друго истраживање показује значајно присуство 
мононуклеарних ћелија које експримирају IL-23 и IL-17 у портним путевима у касним 
фазама PBC (277). Јетре IL-2Rα knockout мишева који спонтано развијају болест налик 
примарном билијарном холангитису садрже агрегате IL-17+ лимфоцита у портном тракту 
(278). Присуство у јетри ћелија које продукују IL-17 је типично за касније фазе примарног 
билијарног холангитиса и јасно говори у прилог значаја конверзије Th1 у Th17 у овој 
болести (279). 
Усклађено са осталим параметрима болести (хистолошки скор, параметри серума) нађен је 
значајно мањи % IL-17+ ћелија у јетрама инфицираних Lgals3
-/-
 мишева (Слика 3, 
Графикон 4, Табела 1). Такође, значајно мањи проценат и број ћелија које експримирају 
цитокине карактеристичне и за Т1, Т17 и Т2 имунски одговор примећен је и у јетри 
мишева који су третирани инхибитором галектина-3 (Табела 1). Највећи апсолутни број 
CD4 и CD8 ћелија које синтетишу IL-17 био детектован је у јетрама WT мишева 
инфицираних бактеријом N. aromaticivorans (Табела 1). Узимајући у обзир наше резултате 
и претходне извештаје (279), може се претпоставити да главну улогу у развоју примарног 
билијарног холангитиса индукованог код C57BL/6 мишева бактеријом N. aromaticivorans 
играју IL-17 продукујући лимфоцити. Такође, у нашем истраживању је откривена већа 
експресија IL-17 у NK и NKT ћелијама код заражених C57BL/6 мишева који развијају 
болест (Грфаикон 4) што је у складу са претходним открићем да микроокружење јетре 
потенцира производњу IL-17 (278). Имајући у виду показан значај IL-17 за развој 
системске склерозе (280) и фиброзе јетре (281, 282), фиброза јетре детектована код 
инфицираних C57BL/6 мишева може се објаснити и повећаном експресијом IL-17 и у 







 и фармаколошка инхибиција галектина-3 смањују 
активацију DC изазвану N. aromaticivorans  
 
 
Фенотипизација DC јетре и слезине након трећег дана oд инфицирања N. аromaticivorans-
ом указала је на сигнификантно смањење % активисаних и ћелија које експримирају 
инфламацијски цитокин IL-1β у слезинама и мањи проценат DC које експримирају 
инфламацијски цитокин у јетрама Lgals3
-/-
 мишева у поређењу са WT мишевима (251). 
Даље, у фази развијене болести, у јетрама Lgals3
-/-
 мишева је откривен значајно мањи 
проценат активираних и инфламацијских мијелоидних CD11b+ и CD1d+ DC које 
презентују липиде (251). Ови резултати су супротности нашим резултатима утврђеним у 
моделу PBC-а изазваном имунизацијом ксенобиотиком, где галектин-3 експримиран у 
ћелијама билијарног епитела игра најважнију улогу у укупном ефекту галектина-3 на 
развој и тежину болести (9), али су у складу са претходним извештајима да смањење 
експресије галектина-3 у DC инхибише производњу инфламацијских цитокина у овим 
ћелијама (36). У складу са овим налазима је и значајно смањење експресије марекера 
активације CD86 и CD40 (Графикон 12) и цитокина IL12/23, IL-4 и IL-1β (Графикон 13) у 
дендритским ћелијама in vitro третираним бактеријом N. aromaticivorans у присуству 
инхибитора галектина-3, GM-CT-01.  
Значајно мањи проценат IL-1β+ DC третираних инхибитором галектина-3, GM-CT-01 у 
току стимулације бактеријом N. aromaticivorans (Графикон 13) може, обзиром на значај 
IL-1β за диференцијацију Th17 ћелија и продукцију IL-17 (283), да објасни смањен 
проценат CD4+17+ и CD8+IL17+ ћелија у јетри ових мишева. Атенуација инфламацијског 
потенцијала DC када недостаје Gal-3 је у складу са студијама о улози галектина-3 у 
патогенези других инфламацијских обољења јетре (245, 275, 284) и акутног колитиса 
(259). Слабија активација и неадекватан развој инфламацијских DC када недостаје Gal-3 је 
навероватнији узрок неадекватне активације NKT ћелија, апсолутно неопходних за развој 
РВС изазваног инфекцијом N. aromaticivorans-ом (109). Сличан ефекат галектина-3 је 
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раније показан у другим моделима оштећења јетре (284) и највероватније је слабија 
осетљивост, готово резистенција, Lgals3
-/-
 мишева на развој РВС изазван инфекцијом N. 
aromaticivorans-ом последица немогућности адекватног активисања DC микроорганизмом 





 и фармаколошка инхибиција галектина-3 смањују 
активацију инфламазома изазвану N. aromaticivorans  
 
 
У литератури недостају подаци о претпостављеној интеракцији Gal-3 и N. аromaticivorans-
а. Међутим, узимајући у обзир интеракцију галектина-3 и различитих бактеријских 
гликоконјугата и гликосфинголипида на хуманим ћелијама (285), врло је вероватно да 
галектин-3 може директно да веже гликосфинголипиде бактерије N. аromaticivorans. 
Стимулисање DC екстрахованих из здравих WT мишева N. аromaticivorans-ом in vitro 
резултовала је појачаном експресијом маркера активације и инфламацијских цитокина 
(Графикони 12 и 13). Стимулисање DC из Lgals3-/- животиња, на исти начин, није имала 
претходно наведене ефекте, као и стимулација WT DC у присустви инхибитора галектина-
3, GM-CT-01, јер није уочена повећана екпсресија маркера активације ни инфламацијских 
цитокина (251). Ови резултати указују на то да Lgals3
-/-
 мишеви не развијају болест после 
инфекције N. aromaticivorans по свему судећи због инсуфицијентног активисања DC када 
недостаје Gal-3, што последично омета адекватну активацију NKT и аутореактивних T 
ћелија. Овај закључак је у складу са претходним извештајима да галектин-3 повећава 
стимулаторну способност DC у активацији ефекторских функција NKT ћелија која 
доказано оштећује јетру у хепатитису изазваном α-галактозилцерамидом (284). 
Активисани инфламазом у јетриним макрофагама има значајно место у настанку и развоју 
обољења јетре (286). У јетри трансгених мишева који конститутивно експримирају 
активни NLRP3 покзана је значајна пироптоза хепатоцита, инфламација и фиброза (287). 
За активацију NLRP3 инфламазома у макрофагима неопходан је галектин-3 који 
аутокриним механизмом појачава имунски одговор у којем се продукује IL-17 (242). 
Знатно већи проценат NLRP3+ DC и макрофага, већа продукција IL-1β и већа експресија 
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NLRP3 и ASC у јетри, рано након инфекције бактеријом N. aromaticivorans, детектовани 
су у јетрама WT мишева у поређењу са групом Lgals3
-/-
 мишевима (Слике 11 и 12, 
Графикони 14-16). 
Даље in vitro стимулација DC бактеријом N. aromaticivorans значајно повећава експресију 
NLRP3 у ћелијама изолованим из галектин-3 позитивних мишева (251), док in vitro 
стимулација перитонеалних макрофага WT животиња овом бактеријом резултује 
повећаном експресијом NLRP3 инфламазома, повећаном продукцијом IL-1β и повећањем 
активности каспазе-1 (Слика 7, Графикони 6 и 7). Ови резултати су у складу са 
резултатима претходне студије у којима је показано да делеција Lgals3 код dnTGF-βRII 
мишева резултује слабијом активацијом инфламазома, атенуацијом Тh17 имунског 
одговора и значајним побољшањем холангитиса (242).   
Активација инфламазома игра важну улогу у патогенези обољења јетре (метаболичких и 
инфламацијских) које су покренуте слабим али понављајућим стимулусима. С друге 
стране, снажни стимулуси имунског система који се користе у индукцији аутоимунског 
хепатитиса активирају првенствено рецепторе урођене имуности (288). Различити начини 
стимулације ћелија урођене имуности у моделу примарног билијарног холангитиса 
индукованих ксенобиотиком и инфекцијом бактеријом N. aromaticivorans могу да објасне 
супротан ефекат галектина-3 у ова два модела PBC. N. aromaticivorans има атипичан 
ћелијски зид који садржи гликосфинголипиде, молекуле сличне молекулима у мембрани 
еукариота, који углавном не изазива инфламацију и оштећење ткива, иако се детектује у 
слузници дигестивног тракта (111). 
Стога може да се претпостави да се активација урођене имуности бактеријом и 
инфламацијски одговор на N. aromaticivorans код мишева покрећу активацијом 
инфламазома односно интегрисањем појединачно недовољних сигнала што ствара услове 
за последично активисање имунских ћелија и развиће холангитиса. Одсуство болести код 
Lgals3
-/-
 мишева и значајно атенуисана болест код WT који су примали инхибитор су у 
складу са претходним подацима о улози галектина-3 у активацији инфламазома (259, 242). 
У моделу примарног билијарног холангитиса индукованог имунизацијом ксенобиотиком 
ћелије урођене имуности, углавном дендритске, се углавном активирају компонентама 
комплетног Freund's адјуванса који стимулише TLR 4 (288) што умањује улогу 
инфламазома у активацији урођене имуности. 
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Могуће је и да се DC WT и галектин-3 дефицијентних мишева скоро подједнако 
активирају мешавином ксенобиотика и адјуванса, чиме се смањује значај галектина-3 као 
модулатора иницијалне фазе примарног билијарног холангитиса. Такође, на основу нашег 
претходног налаза да дефицијенција галектина-3 подстиче развој инфламацијског 
фенотипа DC у јетри мишева имунизованих ксенобиотиком и адјувансом (241) и имајући 
у виду познату улогу галектина-3 у атенуацији инфламације изазвне агонистима TLR (289) 
може да се претпостави да галектин-3 атенуише активацију DC изазвану имунизацијом 
смешом ксенобиотика и адјуванса и тако доприноси атенуацији примарног билијарног 
хооангитиса изазваног ксенобиотиком. 
Могуће објашњење проинфламацијске улоге галектина-3 у аутоимунском холангитису 
индукованом инфекцијом мишева бактеријом N. aromaticivorans је вероватно последица 
доминантне улоге инфламазома у активацији DC и макрофага бактеријом N. 
aromaticivoran, што резултује активацијом и диференцијацијом и других ћелија које играју 
кључну улогу у патогенези примарног билијарног холангитиса, посебно NK, NKT и T 
ћелија које продукују IL-17. Из наведеног је јасно да инхибиција сигнализације у којој 
учествује галектин-3 може да буде потенцијална терапијска стратегија за лечење 






















Галектин-3 игра проинфламацијску улогу у развоју примарног билијарног холангитиса 
изазваног инфицирањем C57BL/6 животиња Novosphingobium aromaticivorans-ом. 
Фармаколошка инхибиција галектина-3 у току индукције болести има исти ефекат на 
испољавање РВС као и делеција Lgals3 гена, а терапијска примена инхибитора значајно 
смањује фиброзу јетре, оштећење билијарних каналића и биохемијске параметре болести. 
Галектин-3 остварује инфламцијску улогу у моделу РВС изазваном бактеријом 
Novosphingobium aromaticivorans барем на два начина: 1. омогућава адекватну активацију 
DC након ове бактеријске инфекције које онда могу да активирају NKT NK и T ћелије 
неопходне за развој РВС; 2. подстиче активацију инфламазома и тако појачава 
инфламацију у јетри. 
 
Закључци проистичу из наведених експерименталних налаза: 
 
1) Дефицијенција Gal-3 и фармаколошка инхибиција галектина-3 удружене су са значајно 
мањим оштећењем билијарних каналића и мањом фиброзом јетре. 
2) Јетре Lgals3-/- мишева инфицираних бактеријом садрже значајно мањи проценат 
активираних, као и IL-17 позитивних NK и NKT ћелија. 
3) Јетре Lgals3-/- као и мишева који су у фази индукције болести примали инхибитор 
галектина-3, GM-CT-01, садрже значајно мањи број CD4 и CD8 лимфоцита који 
синтетишу запаљенске (IFN-γ и IL-17) и профибротске цитокине (IL-4 и IL-13). 
4) Галектин-3 је неопходан за активацију инфламазома у макрофагима стимулисаних 
бактеријом Novosphingobium aromaticivorans. Већа је активност каспазе и продукција 
IL-1β у WT макрофагима излаганих бактерији in vitro и већи проценат WT макрофага 
излаганих бактерији in vitro експримира NLRP3 и IL-1β. Инфилтрати јетре 




5) Галектин-3 је неопходан за адекватну активацију DC бактеријом Novosphingobium 
aromaticivorans. Излагање инхибитору галектина-3, GM-CT-01, у време in vitro 
стимулације бактеријом смањује проценат активираних CD40 и CD86 позитивних као 
и DC које експримирају цитокине p40 (IL12/23), IL-1β и IL-4. 
6) Инхибитор галектина-3, GM-CT-01, примењен терапијски значајно смањује оштећење 
билијарних каналића и фиброзу јетре и смањује концентрацију алкалне фосфатазе у 
серуму. 
7) Инхибитор галектина-3, GM-CT-01, значајно смањује експресију галектина-3 у јетри 
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Значајно слабије изражен примарни билијарни холангитис изазван инфекцијом бактеријом 
Novosphingobium aromaticivorans, са мањим оштећењем билијарних каналића и врло слабо 
израженом фиброзом, детектован је у групама Lgals3−/− и мишева третираних 
инхибитором галектина-3, GM-CT-01. У јетрама wild type мишева инфицираних 
бактеријом Novosphingobium aromaticivorans детектована је већа заступљеност 
инфламацијских макрофага, NK, NKT и T ћелија у инфилтратима. У инфилтратима јетре 
Lgals3-/- и мишева третираних  инхибитором галектина-3, GM-CT-01, је након инфекције 
бактеријом Novosphingobium aromaticivorans, у инфилтратима јетре забележена мања 
експресија инфламазома NLRP3 и мања продукција IL-1β у поређењу са групом wild type 
мишева. In vitro стимулација wild type перитонеалних макрофага бактеријом 
Novosphingobium aromaticivorans за последицу има већу експресију NLRP3, активност 
каспазе-1 и продукцију IL-1β у поређењу са стимулисаним перитонеалним макрофагима 
Lgals3−/− мишева. GM-CT-01 такође редукује активацију DC и експресију цитокина IL-4, 
IL-1β и p40, заједничке субјединице IL-12 и IL-23 у DC in vitro стимулисаним бактеријом 
Novosphingobium aromaticivorans.  
Наши резултати указују на значај галеткина-3 у стимулацији инфламације у РВС 
изазваном инфекцијом бактеријом Novosphingobium aromaticivorans, а који се огледа у 
активацији DC и инфламазома NLRP3 и последичној продукцији IL-1β, и указују да 
галектин-3 може да буде мета деловања потенцијалних нових лекова. Галектин-3 је 
вероватно укључен у инфламацијски одговор на коменсалне бактерије црева што може да 





Датум прихватања теме од стране ННВ:                                  12.12.2019. 
ДП 
 













Чланови комисије:  
КО 
1. Проф. др Гордана Радосављевић, ванредни професор Факултета медицинских наука 
Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија, 
председник 
2. Проф. др Иван Јовановић, ванредни професор Факултета медицинских наука 
Универзитета у Крагујевцу за уже научне области Микробиологија и имунологија; 
Онкологија, члан 
3. Проф. др Данило Војводић, редовни професор Медицинског факултета 
Војномедицинске академије Универзитета одбране у Београду за ужу научну област 
Имунологија, члан 
 






КЕY WORDS DOCUMENTATION 
 
 
UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC 









Documentation type:                 Monographic publication                  
DT 
 
Type of record:       Textual printed material       
TR 
 
Contents code:       PhD thesis       
CC 
 
Author:                                                            Aleksandar Arsenijević                 
AU 
 
Menthor/co-mentor                 Prof. Marija Milovanović                 
MN  
Title:                                                               Primary biliary cholangitis induced by                 
TI                                                                      Novosphingobium aromaticivorans infection of                
                                                               mice: the role of galectin-3 in inflammasome                   
                                                                          activation 
 
Language of text:       Serbian (Cyrilic)               
LT 
 
Language of abstract:       Serbian/English        
Country of publication:                                  Serbia                                         
CP 
 
Locality of publication:                 Serbia        
LP 
 
Publication year:       2020.        
PY 
 
Publisher:         Author reprint         
PU 
 
Publication place:        Kragujevac 34000, Svetozara Markovića 69             
PP                          
 
Physical description                              Тhesis has 133 pages, 18 charts, 8 pictures, 1                                     
                                                                            table, 289 references   
PD                                                                          
 
Scientific field:        Medicine       
SF 
  
Scientific discipline:         Immunology         
SD 
 
Subject/key words:         РВС, galectin-3, Novosphingobium                               
SKW                                                                  aromaticivorans, inflammasome, galectin-3  
           inhibitor     
                                                                                   
UDC 
 
Holding data:          Library of Faculty of Medical Sciences,      
                        Kragujevac 












Marked attenuation of primary biliary cholangitis (PBC), manifested by the absence of bile 
duct damage and fibrosis, is detected in Lgals3−/− and Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, 
treated mice. Liver infiltrates of Novosphingobium aromaticivorans infected wild type mice 
had higher incidence of pro-inflammatory macrophages, NK, NKT, and T cells. Lgals3 
deletion and treatment with Galectin-3 inhibitor, GM-CT-01, reduced liver damage and 
fibrosis, inflammatory mononuclear cell infiltrate, expression of NLRP3 inflammasome in the 
liver infiltrates and interleukin-1β (IL-1β) production in the livers of Novosphingobium 
aromaticivorans infected mice. In vitro stimulation of wild type peritoneal macrophages with 
Novosphingobium aromaticivorans caused increased NLRP3 expression, caspase-1 activity 
and IL-1β production, compared with Lgals3−/− cells. GM-CT-01 reduced activation of 
dendritic cells and expression of IL-4, IL-1β, and p40, common subunit of IL-12 and IL-23 in 
dendritic cells in vitro stimulated with Novosphingobium aromaticivorans. Our data highlight 
the importance of Galectin-3 in promotion of inflammation in Novosphingobium 
aromaticivorans induced PBC by enhancing the activation of dendritic cells and NLRP3 
inflammasome leading to enhanced production of IL-1β, and indicate Galectin-3 as possible 
therapeutical target in autoimmune cholangitis. Galectin-3 appears involved in inflammatory 
response to gut commensals leading to PBC 
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